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Het glucose neemt een centrale plaats in in het metabolisme van zoog-
dieren. Enerzijds is het een van de belangrijkste energiebronnen van het orga-
nisme, anderzijds is het een belangrijke koolstofbron voor een groot aantal 
lichaamsbouwstoffen. Het glucose komt vrij bij de vertering van koolhydraten 
in de darmtractus en wordt via het bloed naar de verschillende organen en 
weefsels gevoerd. De discontinuïteit van de voedselopname impliceert een 
discontinue toevoer van glucose aan het bloed. Een te hoog (hyperglycémie) 
zowel als een te laag (hypoglycémie) bloedglucosegehalte geven aanleiding tot 
soms ernstige verstoringen van het organisme. In een normaal functionerend 
organisme wordt het bloedglucosegehalte, binnen bepaalde grenzen, constant 
gehouden. Bij deze homeostase van het bloedglucose speelt de hoogmolecu-
laire glucosepolymeer glycogeen een belangrijke rol. Het glycogeen komt in 
vrijwel alle organen en weefsels voor. Van kwantitatief belang zijn vooral de 
glycogeendepots in de lever en de spieren. Het spierglycogeen heeft voorname-
lijk een interne functie, dat wil zeggen het wordt voornamelijk verbruikt voor 
de energievoorziening van de spier zelf. Het leverglycogeen daarentegen speelt 
een uiterst belangrijke rol bij de homeostase van het bloedglucose. Is het 
bloedglucosegehalte te hoog dan wordt dit overschot omgezet in leverglyco-
geen, dat bij een te laag bloedglucosegehalte weer wordt afgebroken tot glu-
cose. In het eerste hoofdstuk van dit proefschrift geven we een literatuurover-
zicht van het glycogeenmetabolisme en van zijn regulatie. 
Het glycogeen komt in de levercellen voor als discrete α en ß-partikels 
(4), die met adekwate electronenmicroscopische methoden visualiseerbaar zijn 
als ultrastructurele componenten van de cel (cf. Stadhouders, 7 en Minio 
c.s.,6). Dit stelt ons in staat het biochemisch gebeuren van opbouw en afbraak 
van glycogeen te correleren met ultrastructurele veranderingen in de lever-
cellen. Deze correlatie vormt het belangrijkste thema van dit proefschrift. 
De directe aanleiding voor de in dit proefschrift beschreven experi-
menten, is het vrijwel gelijktijdig verschijnen van een drietal publikaties over 
de ultrastructurele aspecten van de glycogeensynthese in de lever. De Man en 
Blok (2) komen op grond van hun submicroscopische en submicroscopisch 
autoradiografische waarnemingen aan leverweefsel van bijnierloze ratten tot 
de conclusie, dat het glad endoplasmatisch reticulum (sER) een zeer belang-
rijke rol speelt bij de vorming van nieuwe glycogeenpartikels. Tot eenzelfde 
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conclusie komen ook Coimbra en Leblond (1). Zij bestudeerden de glycogeen-
synthese in ratten, die na 24 uur hongeren radioactief-gemerkt glucose werd 
toegediend. Naar hun mening wijzen de submicroscopische autoradiogrammen 
op een betrokkenheid van het sER bij de initiatie van glycogeenpartikels. 
Deze opvatting sluit aan bij de gangbare opvatting omtrent de morfologie van 
de glycogeensynthese (3). Stadhouders (7) daarentegen komt tot een tegenge-
stelde conclusie. Bij de vorming van glycogeen in de lever van foetale ratten, 
constateerde deze auteur een relatie van de nieuwe glycogeenpartikels met het 
ruw endoplasmatisch reticulum (rER) en de ribosomen. Op grond van deze en 
andere (biochemische) gegevens postuleert hij dat in de foetale lever glyco-
geenpartikels geïnitieerd worden aan of nabij ribosomen. Voorafgaande aan of 
gedurende dit proces zouden de ribosomen losraken van het rER, dat dan 
overgaat in gladde vesikels, waartussen de gevormde glycogeenpartikels gele-
gen zijn. Laschi en Rizzoli (S) en Stephens en Bils (8) hebben aangetoond, dat 
de relatie rER-glycogeen ook bij andere proefobjecten voorkomt. 
Het eerste gedeelte van het experimenteel onderzoek (Hoofdstuk 2) is 
gewijd aan een zorgvuldige analyse van de ultrastructurele aspecten van de 
glycogeensynthese in jonge ratten aan wie na een hongerperiode van 24 uur 
glucose werd toegediend. Veel aandacht werd hierbij besteed aan de morfo-
logische relatie tussen nieuwgevormde glycogeenpartikels en andere cellulaire 
structuren. Het wezenlijk bezwaar van zuiver submicroscopische waarne-
mingen aan dit proefmateriaal is dat niet met zekerheid vast te stellen is of de 
bestudeerde glycogeenpartikels inderdaad nieuwgevormd zijn. Merken van het 
nieuwgevormde glycogeen met getritieerd glucose overwint deze moeilijkheid. 
In Hoofdstuk 3 zijn de resultaten van de submicroscopisch autoradiografische 
waarnemingen aan bovengenoemd proefobject beschreven. De resultaten van 
de in de Hoofdstukken 2 en 3 beschreven experimenten wijzen op een be-
trokkenheid van ribosomen bij de initiatie van nieuwe glycogeenpartikels, 
mogelijk via een synthese van enzymen aan deze ribosomen. Om deze be-
trokkenheid nader te bestuderen hebben wij onderzocht welke relatie er be-
staat tussen de glycogeensynthese en een specifieke remming van de eiwitsyn-
these met cycloheximide. De resultaten van deze experimenten zijn vastgelegd 
in Hoofdstuk 4. 
De biologische toepassing van de submicroscopisch autoradiografische 
methode vormde een wezenlijk onderdeel van onze experimenten (Hoofdstuk 
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3). Het resultaat van de uitvoerige theoretische en praktische bemoeienis met 
deze methode hebben we neergelegd in de Appendix. 
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: maximale reactiesnelheid 
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HOOFDSTUK 1. 
REGULATIE V A N HET GLYCOGEENMETABOLISME IN DE LE-
VER. 
E E N L 1 T E R A T U U R O V E K , 1CHT 
1 1. INLEIDING 
Het levcglycogeen kunnen we beschouwen als de belangrijkste op-
slagvorm van energie voor het organisme Het speelt een belangrijke rol 
bij de homeostase van het bloedglucose. Deze hoogmoleculaire glucose-
polymeer komt in grote hoeveelheden voor in de lever en de spieren van 
gewervelde dieren. Het glycogeen, dat uitermate goed oplosbaar is, ont-
leent zijn betekenis als energiereserve aan zijn hoog moleculair-gewicht 
en zijn sterk vertakte inwendige structuur. Hierdoor heeft het slechts een 
geringe osmotische waarde en is een snelle enzymatische opbouw en 
afbraak mogelijk. 
De homeostase van het bloedglucose veronderstelt een voort-
durende opbouw en afbraak van het leverglycogeen afhankelijk van wis-
selende interne en externe omstandigheden. Deze opbouw en afbraak 
van het glycogeen wordt gekatalyseerd door enzymen. Het is dan ook 
begrijpelijk dat de regulatie van de bloedglucosespiegel zich vo jrpjmelijk 
afspeelt op enzymatisch niveau. 
Voor een goed inzicht in de regulatie van het glycogeenmetabo-
lisme is het noodzakeüjk de enzymatische reacties van dit proces te 
kennen. In het tweede gedeelte van dit hoofdstuk (1-2) zullen wij in het 
kort de belangrijkste enzymatische aspecten van dit metabolisme bespre-
ken. 
De regulatie van enzymatische processen kan op twee principieel 
verschillende manieren tot stand komen, (Krause, 68 en Giese, 42) 
1. door verhoging of verlaging van de katalytische activiteit van aan-
wezige enzymen. 
2. door de novo synthese van enzymmoleculen en afbraak van be-
staande enzymmoleculen. 
Het derde gedeelte van dit hoofdstuk (1-3) is gewijd aan een literatuur-
overzicht over de regulatie van het glycogeenmetabolisme door verande-
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ring van de katalytische activiteit van aanwezige enzymen, terwijl in het 
vierde gedeelte (1-4) de rol van de de novo enzymsynthese in de regu-
latie nader besproken zal worden. 
1-2. ENZYMATISCHE ASPECTEN VAN HET GLYCOGEENMETABO-
LISME. 
Het biochemisme van de glycogeenstofwisseling kan in grote lijnen 
als opgehelderd beschouwd worden. De schematische voorstelling van de 
glycogenogenese en de glycogenolyse, zoals die door Stadhouders (119) 
is gegeven (fig. 1-1 en Tabel 1-1), wordt algemeen geaccepteerd, zoals uit 
recente overzichtsartikelen van Leloir (75), Smith c.s. (113), Villar-Palasi 
en Larner (136) en Helmreich (53) blijkt. Er zijn echter aanvullingen op 
dit schema naar voren gekomen, die in verband met het probleem der 
regulatie van belang zijn. Deze aanvullingen zullen we in het navolgende 
kort samenvatten. 
1 -2-1. DE SYNTHESE VAN GLYCOGEEN "PRECURSORS". 
De omzetting van G-6-P, gevormd uit glucose door het hexokinase 
of in de lever door het meer specifieke glucokinase, naar G-l-P is de 
eerste stap in de richting van de glycogeensynthese. Deze reactie wordt 
gekatalyseerd door het enzym phosphoglucomutase, waarbij het tussen-
product G-l ,6-diP een belangrijke rol speelt als coenzym (90): 
G-6-P + phosphoenzym ^ G-l,6-diP + dephosphoenzym ^ G-l-P + 
phosphoenzym. 
Het coenzym kan op verschillende manieren ontstaan: 
1. via directe phosphorylering van het phosphoglucomutase, bijv. 
door ATP. Uit dit gephosphoryleerde phosphoglucomutase kan dan 
door middel van bovengenoemde reacties het G-l ,6-diP ontstaan. 
Een dergelijk phosphoryleringsproces is echter nog niet aange-
toond. 
2. door rechtstreekse phosphorylering van G-l-P. In spierweefsel is 
een tweetal reacties aangetoond die leiden tot de vorming van het 
G-l ,6-diP: 
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Gl-Ρ + ATP -> G l ,6-diP + ADP 
Enzym α-glucose 1-phosphaat kinase (Е.С.2.7.1.Ю.), (Paladini 
es., 96) 
Mogelijk is dit enzym identiek met het phosphofructokinase 
(E.C.2.7 1.11), (Eyer en Pette, 37). 
2G-1-P < • G-l ,6-diP + glucose 
Enzym α-glucose 1-phosphaat dismutase (E.C.2.7 1.41.), (Sidbury 
es., 108) 
Aan de unieke positie van G-6-P als intermediair tussen glucose en 
glycogeen is ernstige twijfel gerezen (6, 39, 99) Recente onderzoekingen 
van Antony es. (1) hebben aangetoond, dat het G-6-P in leverweefsel 
waarschijnlijk wel een noodzakelijk intermediair is, maar in spierweefsel 
niet. Een alternatieve weg voor de vorming van G-l-P wordt door Smith 
c.s. (113) voorgesteld 
G-l -P + ATP > G-l ,6-diP + ADP 
G-l,6-diP + glucose < >· 2 G-l-P 
Som glucose + ATP • G-l-P + ADP 
Enzymen α-glucose 1-phosphaat kinase 
a-glucose 1 -phosphaat dismutase 
De uiteindelijke polymerisering van glucose tot glycogeen wordt 
gekatalyseerd door het enzym glycogeensynthetase dat als glucosedonor 
het UDPG gebruikt (cf 1-2-2). Dit UDPG wordt gevormd uit UTP en 
G-l-P door de werking van het enzym UDPG-pyrophosphorylase. Het bij 
deze reactie vrijkomende pyrophosphaat is geheel afkomstig van het 
UTP, en zou volgens Stetten (128) en Nordhe en Arion (94, 95) weer 
gebruikt worden voor de vorming van G-6-P uit glucose. De phospho­
transferase activiteit van het enzym glucose 6-phosphatase (E.C.3.1.3 9 ) 
zou deze synthese katalyseren De mogelijke betekenis van deze reactie 
in de koolhydraatstofwisseling wordt door Nordhe (93) uitvoerig bespro­
ken. 
In gistcellen zijn twee enzymen aangetoond die het UDPG kunnen 
afbreken. Hun aanwezigheid in zoogdiercellen is nog niet aangetoond. 
Deze enzymen katalyseren de volgende reacties 
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Tabel 1-1 en Fig. 1-1. 
PATHWAY OF GLYCOGENESIS AND GLYCOGENOLYSIS. 
In this scheme only trivial names are given, 
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Pi + UDPG-»UDP + G-1-P 
Enzym: "sugar nucleotide Phosphorylase", (Carminatti en Cabib, 22 en 
Cabibc.s.,21). 
UDPG->UMP + G-1-P 
Enzym: "pyrophosphatase", (Cabib en Carminatti, 20). 
Zou nu het "sugar nucleotide Phosphorylase" aangetoond worden in 
zoogdiercellen, dan zou dit een interessante, alternatieve weg voor de 
glycogeensynthese betekenen. Tesamen met het a-glucanphosphorylase 
zou dan de volgende weg van UDPG naar glycogeen mogelijk zijn, zoals 
die in gistcellen reeds is aangetoond: 
UDPG + Pi -»UDP + G-1-P 
G-l-P + glycogeen (n) ^ Pi + glycogeen (n+1) 
Som: UDPG + glycogeen (n) -»· UDP + glycogeen (n+1) 
Enzymen: "sugar nucleotide Phosphorylase" 
α-glucanphosphorylase. 
2. DE SYNTHESE VAN GLYCOGEEN. 
Ondanks recente voorstellen voor een alternatieve weg van UDPG 
naar glycogeen, wordt algemeen aangenomen dat de synthese van glyco­
geen tot stand komt door de opeenvolgende werking van de enzymen 
glycogeensynthetase en "branching enzyme" (119,75, 113, 136, 78). 
Het enzym glycogeensynthetase katalyseert de volgende reactie: 
UDPG + glycogeen (n) -* glycogeen (n+1 ) + UDP 
Als voornaamste glucosedonor wordt het UDPG aangemerkt. Ook het 
ADPG, TDPG en pseudoUDPG kunnen als donors fungeren maar zijn 
enkele tot tientallen malen minder efficiënt. Het glucosamine kan even-
eens ingebouwd worden. Hierbij treedt het UDPglucosamine als donor 
op. Ook deze donor is echter aanmerkelijk minder efficiënt dan het 
UDPG. Als acceptor molecuul voor het glucose komt slechts het glyco-
geen in aanmerking. Andere acceptoren, zoals maltotetraose en trióse, 
zijn honderd tot duizend maal minder effectief. Het glycogeensynthetase 
brengt uitsluitend a-1,4 glucosidische bindingen tot stand. Het sterk 
vertakte karakter van het glycogeenmolecuul wordt bewerkstelligd door 
de gelijktijdige werking van het "branching enzyme". Voor een juist 
begrip van de werking van dit enzym is het nodig te verwijzen naar de 
moleculaire opbouw van het glycogeen (cf. Stadhouders, 119, Smith с.s., 
113, en Manners, 78). Figuur 1-2 geeft deze structuur schematisch weer. 
CH,OH CH?OH CH 2 OH CH2OM A-keten 
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Fig. 1-2 Gedeelte van de structuurformule (a) en diagram (b) van het glycogeen-
molecuul. 
Wij onderscheiden twee typen ketens: de vertakte ketens (B-ketens) en 
de niet-vertakte ketens (A-ketens). Volgens recente opvattingen van 
Manners (78) komt de synthese van een vertakt glycogeen als volgt tot 
stand, (zie fig. 1-3). Hierbij gaan we uit van een willekeurige B-keten in 
het "primer-glycogeen". Deze B-keten wordt vertakt doordat het "bran­
ching enzyme" een maltosaccharide losmaakt van deze keten en met een 
a-1,6 glucosidische binding vasthecht aan dezelfde of een nabijgelegen 
B-keten. Hierdoor ontstaan een A-keten en een verkorte B-keten. Deze 
laatste wordt verlengd door de werking van het glycogeensynthetase, 
totdat hij weer kan fungeren als substraat van het "branching enzyme". 
Dit enzym brengt weer een maltosaccharide van de verlengde keten over 
op een A-keten of een B-keten, zodat er een of twee korte B-ketens 
ontstaan, die weer kunnen dienen ais acceptoren voor glucose. Voor een 
meer gedetailleerde beschrijving van dit proces en een beschrijving van de 
moleculaire structuur van het aldus gevormde glycogeen kunnen we ver­
wijzen naar Manners (78), Smith (112) en Helmreich (53). 
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Fig. 1-3 Schematische weergave van de synthese van glycogeen. 
In verband met het onder 1-3 te bespreken regulatiemechanisme 
zijn twee feiten van belang. In het geheel van de reacties, die leiden tot 
de synthese van glycogeen, neemt het enzym glycogeensynthetase een 
sleutelpositie in. De regulatie van de glycogeensynthese komt tot stand 
door verhoging of verlaging van de activiteit van dit enzym, terwijl aan­
genomen wordt dat de activiteit van de andere enzymen in overmaat 
aanwezig is en waarschijnlijk constant blijft bij variaties in de activiteit 
van het glycogeensynthetase (75). Het glycogeensynthetase komt in 
twee vormen voor die in elkaar over kunnen gaan (interconversie). Het 
regulatiemechanisme hangt nauw samen met deze interconversie. In 
1-2-4 zullen we deze beide vormen van het glycogeensynthetase, de fac­
toren die hun activiteit bepalen en de factoren die de interconversie 
beïnvloeden nader bespreken. 
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1-2-3. DE AFBRAAK VAN GLYCOGEEN. 
Evenals bij de synthese van glycogeen is ook bij de afbraak een 
aantal enzymen gelijktijdig werkzaam. De afbraak wordt gekatalyseerd 
door de enzymen a-glucanphosphorylase, oligo 1,4 -»• 1,4-glucantransfe-
rase (E.C.2.4.1.25.) en het amylo 1,6-glucosidase. Het afbraakproces is 
schematisch weergegeven in fig. 1-4. De eerste fase van dit proces bestaat 
in het doorbreken van de bereikbare α-1,4 glucosidische bindingen en 
het vrijmaken van het glucose in de vorm van G-l-P. Deze reactie wordt 
gekatalyseerd door het a-glucanphosphorylase: 
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Fig. 1-4 Schematische weergave van de afbraak van glycogeen. 
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Het α-glucanphosphorylase kan uitsluitend α-1,4 bindingen doorbreken 
en het resultaat van zijn activiteit is een grens-dextnne met korte buiten­
ste ketens Volgens Walker en Whelan (138) bestaan deze buitenste ke­
tens uit 4 glucose eenheden onderling door a-1,4 glucosidische bindingen 
verbonden en met een a-1,6 glucosidische binding verbonden aan een 
B-keten van het glycogeen Volgens Brown en IUingworth (17) en Brown 
с s (18) wordt een maltotnosyl rest van deze korte ketens overgebracht 
op een nabijgelegen keten, zodat een a-1,6 gebonden glucose als eind-
stompje ontstaat Deze overdracht wordt gekatalyseerd door het ohgo 
1,4 -*• 1,4-glucantransferase De a-1,6 binding wordt vervolgens door­
broken door het amylo 1,6-glucosidase Hierdoor ontstaat weer een on­
vertakte keten die verder afgebroken wordt door het a-glucanphospho-
rylase Het oligo 1,4 -*• 1,4-glucantransferase en het amylo 1,6 glucosi-
dase worden samen ook wel de "debranching enzymes" genoemd Re­
cente onderzoekingen van Huying с s (63) hebben aangetoond dat de 
werking van deze "debranching enzymes" reversibel is Onder gecondi­
tioneerde omstandigheden zijn zij in staat zijketens te synthetiseren aan 
sporen endogeen "primerglycogeen" die dan verder verlengd worden 
door het α-glucanphosphorylase resulterend in een vertakt glycogeen-
molecuul 
Het "rate-hmiting enzyme" in het normale afbraakproces is het 
α-glucanphosphorylase, dat evenals het glycogeensynthetase in twee vor­
men voorkomt, die mterconversie vertonen Deze eigenschap, belangrijk 
in verband met de regulatie van het glycogeenmetabolisme, wordt even­
eens onder 1 -2-4 besproken 
Het hier besproken glycogeenmetabolisme verloopt in grote lijnen 
identiek in zowel spierweefsel, leverweefsel als vetweefsel 
1-2-4 DE INTERCONVERSIE VAN DE SLEUTELENZYMEN VAN HET 
GLYCOGEENMETABOLISME 
Zoals bij de beschrijving van de enzymatische aspecten van het 
glycogeenmetabolisme reeds ter sprake is gekomen, nemen het glyco­
geensynthetase en het α-glucanphosphorylase sleutelposities in bij res-
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pectievehjk de glycogenogenese en de glycogenolyse Aangenomen 
wordt dat deze enzymen bepalend zijn voor de snelheid waarmee het 
glycogeen wordt opgebouwd en afgebroken Beide enzymen komen voor 
in een actieve en een inactieve vorm, die interconversie vertonen Deze 
interconversie speelt een belangrijke rol bij de regulatie van de glyco-
geenstofwisselmg 
a het glycogeensynthetase 
De beide vormen van het glycogeensynthetase onderscheiden zich 
door hun afhankelijkheid van het G-6-P De afhankelijke of D-vorm 
("dependent") is vrijwel onwerkzaam in afwezigheid van G-6-P Toevoe-
ging van deze stof aan het incubatiemedium verhoogt de Vmax van de 
reactie met een factor 50, zonder overigens de affiniteit voor het sub-
straat (UDPG) te beïnvloeden De onafhankelijke of I-vorm ("indepen-
dent") is actief in afwezigheid van het G-6-P, toevoeging van deze stof 
aan het incubatiemedium verhoogt de affiniteit voor UDPG zonder de 
Vmax te veranderen Dit onderscheid in een I en een D-vorm is reeds 
lang aangetoond voor het enzym uit spierweefsel (cf ViUar-Palasi en 
Lamer, 136) Onderzoekingen van Bishop en Larner (12), De Wulfen 
Hers (30 t/m 33) en De Wulf с s (34) hebben in vivo een identiek 
onderscheid voor het enzym uit leverweefsel van honden en muizen 
aangetoond In vitro was dit onderscheid reeds aangetoond voor lever-
homogenaten van ratten door Gold en Segal (46) en Mersman en Segal 
(83) De experimenten van De Wulf с s (34) maakten duidelijk dat het 
strikte onderscheid tussen de I en D-vorm nogal aanvechtbaar is, althans 
voor leverweefsel Het bleek namelijk dat beide vormen van het enzym 
afhankelijk zijn van de aanwezigheid van G-6-P De I-vorm heeft echter 
een hogere affiniteit voor deze activator, zodat activering bij veel lagere 
concentraties G-6-P tot stand komt Het onderzoek van Gold (45) heeft 
aangetoond dat in vitro activering van het glycogeensynthetase resulteert 
in een vermindering van de affiniteit voor remstoffen, zoals ATP, ADP, 
UTP en UDP Het gedrag van het enzym van verschillende herkomst 
t o ν het G-6-P is nogal wisselend Zo toonden Kim en Blatt (65) en 
Blatt en Kim (15) aan dat het enzym, afkomstig uit de lever van de 
kikkervisjes van Rana catesbeiana, volledig afhankelijk is van het G-6-P 
Op grond van een verschil in affiniteit voor UDPG, voor en na activering 
met insuline, onderscheiden deze auteurs toch twee vormen Het 
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D-enzym uit de spieren van lammeren gedraagt zich kinetisch als een 
I-vorm: G-6-P heeft geen invloed op de Vmax, maar verlaagt wel de Km 
waarde voor UDPG (132). Op grond van deze gegevens kunnen we in-
stemmen met het voorstel van De Wulf en Hers (32): het onderscheid I -
D te vervangen door a (actief) - b (inactief), analoog aan het onderscheid 
van de beide vormen van het a-glucanphosphorylase. 
Er zijn aanwijzigingen dat het glycogeensynthetase een allosterisch 
enzym is van het V-type volgens de definities van Monod c.s. (87) en dat 
het G-6-P als een allosterische activator moet worden gezien (cf. Helm-
reich, 53). 
Dat beide vormen van het enzym interconversie vertonen is voor 
spierweefsel duidelijk aangetoond (cf. Villar-Palasi en Lamer, 136 en 
Smith es., 113). Analoge experimenten van De Wulf en Hers (32, 33) 
hebben aangetoond dat ook in leverweefsel interconversie van beide vor-
men optreedt. De actieve vorm van het enzym (a of I) is gedephosphory-
leerd, de inactieve vorm (b of D) is gephosphoryleerd. De plaats van de 
phosphaatgroepen in het enzymmolecuul is bekend: namelijk een serine-
rest, die onderdeel uitmaakt van een hexapeptide met een bekende ami-
nozuur volgorde (74). De phosphorylering (dus inactivering) van het 
enzym wordt gekatalyseerd door een specifiek kinase: het glycogeensyn-
thetase a kinase. De dephosphorylering (dus activering) wordt gekataly-
seerd door het glycogeensynthetase b phosphatase. De interconversie van 
de 2 vormen van het glycogeensynthetase kunnen we als volgt schema-
tisch weergeven: 
Pi^ f glycogeensynthetase a ^ ATP 
\ / actief, independent \ / 
\ / gedephosphoryleerd \ l 
glycogeensynthetase V Y glycogeensynthetase 
phosphatäse Μ \Γ kinase 
\ inactief, dependent /\ 
\ gephosphoryleerd / \ 
^glycogeensynthetase b ADP 
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De onderzoekingen van Steiner с s (126) en Hizukuri en Larner (56, 57) 
wijzen echter op een meer gecompliceerde situatie bij het leverglyco-
geensynthetase, met het voorkomen van inactieve intermediairen, die 
verschillen in de conformatie van het enzymeiwit (126) en een mogelijke 
rol van het G-6-P bij de b-*a conversie 
Daarnaast is in spieren nog een irreversibele inactivering bekend 
onder invloed van Ca + + en een eiwitfactor (CAF), zoals aangetoond 
door Appleman c.s. (2) en Belocopitow с s (8) 
b. het a-glucanphosphorylase 
Zowel in spier- als in leverweefsel is het voorkomen van een actief 
(a) en een inactief (b) a-glucanphosphorylase aangetoond (cf Smith с s, 
113, Villar-Palasi en Larner, 136, Holzer, 62 en Heimreich, 53) Het 
actieve Phosphorylase is werkzaam in aanwezigheid van geringe concen­
traties AMP, terwijl de inactieve vorm actief wordt in aanwezigheid van 
hoge concentraties AMP Ook hier is het verschil tussen beide vormen de 
phosphorylering Hier is echter de actieve vorm gephosphoryleerd en de 
inactieve vorm gedephosphoryleerd De phosphorylenngsplaats is ook 
hier een sennerest in een hexapeptide met bekende aminozuur volgorde, 
die overeenkomst vertoont met het hexapeptide van het glycogeensyn-
thetase (74) De beide vormen van het enzym zijn allosterisch in de zin 
van Monod с s (87) en behoren tot het K-type Zij zijn beide dimeren, 
waarvan de monomeren voorkomen in een T-vorm, met een lage affini­
teit voor AMP en substraat en een R-vorm met een hoge affiniteit voor 
AMP en substraat. Er zijn liganden die de overgang van de Τ naar de 
R-vorm bewerkstelligen De belangrijkste van deze positieve effectoren 
zijn AMP, G-l-P, Pi en glycogeen Negatieve effectoren (R-*T) zijn 
G-6-P, glucose en ATP. Het a-glucanphosphorylase b bestaat voorname­
lijk uit monomeren in de T-vorm (inactief), terwijl het a-glucanphospho­
rylase a voornamelijk R-monomeren bevat Deze waarnemingen, geba­
seerd op experimenten met spierweefsel, gaan niet helemaal op voor het 
enzym uit leverweefsel. Hier is namelijk het a-glucanphosphorylase b een 
echte inactieve vorm, die zelfs bij hoge concentraties AMP slechts 15°/o 
van de activiteit van de a-vorm heeft Voor een meer gedetailleerde 
beschrijving van het allosterisch karakter van het a-glucanphosphorylase 
en de samenhang van deze allostene met de quaternaire structuur van 
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het enzym kunnen we verwijzen naar recente overzichtsartikelen van 
Helmreich (53) en Whitehead (141) en naar recente onderzoekingen van 
Hedrick c.s. (52), Shaltiel c.s. (106), Wang en Tu (139), Wolf c.s. (142) 
en Bartlett en Graves (5). 
Evenals bij het glycogeensynthetase treedt bij het a-glucanphospho-
rylase interconversie op, ook hier berustend op phosphorylering/de -
phosphorylering. De phosphorylering (dus activering) wordt gekataly­
seerd door het α-glucanphosphorylase b kinase (E.C.2.7.1.38.), de de-
phosphorylering (dus inactivering) door het α-glucanphosphorylase a 
phosphatase (E.C.3.1.3.17.). Het α-glucanphosphorylase b kinase komt 
zelf ook weer voor in een actieve en een inactieve vorm. De activering 
van dit "kinase" vindt plaats bij incubatie met ATP en Mg + + en resul­
teert in een 15 tot 40-voudige activiteitstoename (70). Het schijnt dat 
hier ook sprake is van phosphorylering, waarbij een specifiek kinase: het 
α-glucanphosphorylase b kinase kinase katalyserend optreedt. De inacti­
vering van het α-glucanphosphorylase b kinase komt tot stand o.i.v. een 
specifiek phosphatase: het α-glucanphosphorylase b kinase phosphatase 
(102). De betekenis van cyclisch AMP bij de activering van het "kinase 
kinase" zullen we onder 1-3 nader bespreken. Het α-glucanphosphory­
lase a phosphatase, dat de inactivering van het α-glucanphosphorylase a 
katalyseert, komt waarschijnlijk eveneens voor in een actieve en een 
inactieve vorm, zoals onlangs is aangetoond door Merlevede en Riley 
(81) voor de bijnierschors van het rund, door Merlevede c.s. (82) voor 
hondelever en door Chelala en Torres (26) in spierweefsel van vogels. 
Hierbij speelt de verhouding ATP/Mg++ een belangrijke rol. ATP alleen 
inactiveert het enzym; bij een ATP/Mg++-verhouding van 1 treedt er 
activering van het enzym op. Het enzym wordt niet beihvloed door 
cyclisch AMP. Holmes en Mansour (60) vonden in het diafragma van de 
rat een remming van het α-glucanphosphorylase a door glucose, G-6-P en 
G-l-P, terwijl Fru-1,6-diP het enzym stimuleert. Bij nader onderzoek van 
deze auteurs (61) bleek dit effect te berusten op een activering van het 
α-glucanphosphorylase a phosphatase door glucose en G-6-P en eveneens 
door glycogeen, terwijl het Fru-1,6-diP en Pi het enzym inactiveren. Of 
dit een directe activering/inactivering van het "phosphatase" is of een 
verandering van de gevoeligheid van het substraat (α-glucanphosphory­
lase a) voor het enzym is niet geheel duidelijk. 
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De interconversie-reacties van het α-glucanphosphorylase systeem 
kunnen we als volgt samenvatten: 
kinase 









inactief Л phosphatase 
jedephosphoryl eerd J V 
'ia-gtucânphosphorylase b -ΊΡι 
V. α s tucán > inactief α f tucán Phosphorylase phosphatase 
De betekenis van Ca++ en een eiwitfactor (KAF) bij de activering 
van het α-glucanphosphorylase b kinase, zoals door Meyer c.s. (85) werd 
voorgesteld, wordt tegenwoordig betwijfeld (cf. Helmreich, 53). 
Alhoewel de conversie-reacties voor leverweefsel niet in alle details 
zijn aangetoond, zijn er voldoende argumenten om aan te nemen dat er 
in leverweefsel een identiek systeem aanwezig is (cf. Sutherland en 
Robison, 129, en Helmreich, 53). 
De regulatiemechanismen van de beide sleutelenzymen van het 
glycogeenmetabolisme vertonen grote overeenkomst. De activiteit van 
beide enzymen kan gereguleerd worden door interconversie van twee 
vormen. Deze interconversie wordt gekatalyseerd door andere enzymen, 
zodat een zgn. enzymcascade ontstaat (cf. Holzer, 62). In het volgende 
gedeelte van dit hoofdstuk (1-3) zullen we nader ingaan op de factoren, 
die deze enzymcascades beïnvloeden en nagaan welke samenhang er tus-
sen beide enzymcascades bestaat. 
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1 -3. REGULATIE VAN HET GLYCOGEENMETABOLISME DOOR MO-
DULATIE EN INTERCONVERSIE VAN BESTAANDE ENZYM-
MOLECULEN. 
1-3-1. INLEIDING. 
Uit de voorafgaande beschrijving van de katalytische werking van 
de sleutelenzymen van het glycogeenmetabolisme en hun enzym-gekata-
lyseerde interconversie komt naar voren, dat de regulatie van de activi-
teit van deze enzymen bij gelijkblijvend aantal enzymmoleculen op twee 
manieren tot stand kan komen (cf. Krause, 68, Holzer, 62 en Ashmore 
en Weber, 4): 
1. door verandering van de katalytische activiteit bij gelijkblijvende hoe-
veelheid actief enzym. Deze regulatie, die bij vrijwel ieder enzymatisch 
proces een rol speelt, komt tot stand door veranderingen in het milieu 
(pH en temperatuur), door substraat en product controle, door alloste-
rische veranderingen o.i.v. liganden en door de aanwezigheid van coen-
zymen, cofactoren, enz.. Deze veranderingen in katalytische activiteit 
worden wel samengevat als enzymmodulatie. 
2. door veranderingen in de concentratie van het actieve enzym. Het 
voorkomen van twee vormen van de beide sleutelenzymen van het glyco-
geenmetabolisme en de interconversie van deze vormen, maken een ver-
hoging of verlaging van het aantal actieve enzymmoleculen mogelijk. De 
interconversie wordt ook wel enzym-gekatalyseerde activering/inacti-
vering genoemd. 
Figuur 1-5 geeft een schematisch overzicht van de factoren, die de 
activiteiten van het glycogeensynthetase en het a-glucanphosphorylase 
beïnvloeden. Het onderscheid tussen modulatie en enzym-gekatalyseerde 
activering/inactivering is hierin aangegeven. Ten aanzien van de factoren, 
die een rol spelen bij de modulatie, kunnen we verwijzen naar 1-2 en 
naar de recente artikelen van Leloir, 75. Smith с.s., 113, Villar-Palasi en 
Lamer, 136, Helmreich, 53, Gold, 45 en Walaas es., 137. 
Alvorens in te gaan op de enzym-gekatalyseerde activering/inacti­
vering, is het van belang te weten welk van beide mechanismen (modu­
latie of interconversie) de belangrijkste rol speelt bij de regulatie van het 
glycogeenmetabolisme in vivo. Van het a-glucanphosphorylase kan voor­
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weefsel is vastgesteld dat de b-vorm, zelfs in aanwezigheid van hoge 
concentraties AMP, slechts 15°/o van de activiteit van de a-vorm heeft, 
zodat modulatie door AMP slechts een geringe bijdrage zal leveren tot 
verhoging van de katalytische activiteit (cf. Holzer, 62). Alhoewel het 
α-glucanphosphorylase b uit spierweefsel in aanwezigheid van AMP kata-
lytisch even werkzaam is als het α-glucanphosphorylase a blijkt toch, dat 
onder aerobe omstandigheden met fysiologische concentraties AMP, 
ATP, G-6-P en Pi de b-vorm slechts een geringe bijdrage levert aan de 
katalytische activiteit (89). Hers en De Wulf (55) en De Wulf en Hers 
(32, 33) komen tot een overeenkomstig beeld voor het glycogeensynthe-
tase. Volgens deze auteurs is activering van de b-vorm (D) van het enzym 
door G-6-P, in een geconcentreerd homogenaat en waarschijnlijk ook in 
de intacte cel, van weinig betekenis. Activering van de glycogeensynthese 
door glucose of glucocorticoiden zou voornamelijk tot stand komen 
door conversie van de inactieve naar de actieve vorm van het enzym. Het 
is dus aannemelijk, dat de interconversie van de sleutelenzymen en niet 
de modulatie de belangrijkste rol speelt bij de regulatie van het glyco-
geenmetabolisme. Dit is door Staneloni en Piras (120) en Piras en Stane-
loni (98) voor spierweefsel op elegante wijze aangetoond. Tetanische 
contractie van de spier resulteert in een zeer snelle (binnen 5 sec) conver­
sie van het α-glucanphosphorylase b naar het α-glucanphosphorylase a 
met een gelijktijdige conversie van glycogeensynthetase a naar glycogeen-
synthetase b. Een daaropvolgende rustperiode geeft een omgekeerd 
beeld: glycogeensynthetase b-*a en α-glucanphosphorylase a->b. Zij von­
den dit gedurende 4 cycli van contractie en herstel. 
2. REGULATIE DOOR INTERCONVERSIE. 
Omtrent de regulatie van het α-glucanphosphorylase a phosphatase 
is weinig met zekerheid bekend. Aangetoond is dat het enzym wordt 
geremd door AMP (92) en door glucose, glycogeen en G-6-P (60, 61). In 
beide gevallen is het echter de vraag of het gaat om een directe beïnvloe-
ding van het "phosphatase" of dat er sprake is van een verandering in het 
substraat (α-glucanphosphorylase a), waardoor dit minder goed kan wor­
den aangetast door het "phosphatase". 
Voor het α-glucanphosphorylase b kinase systeem is met zekerheid 
aangetoond dat het, althans m spierweefsel, geactiveerd wordt door 
cyclisch AMP (cf Sutherland en Robison, 129, en Helmreich, 53) Hier­
bij zou vooral de activering van het "kinase-kinase" een overwegende rol 
spelen Voor leverweefsel is een gelijke beïnvloeding door het cyclisch 
AMP erg waarschijnlijk (101, 79, 44) Een stimulerende invloed op het 
"kinase-kinase" is ook aangetoond voor glycogeen (cf Hölzer, 62) Aan-
gezien het glycogeen bovendien een remmende werking heeft op het 
α-glucanphosphorylase kinase phosphatase (103) en het α glucanphos-
phorylase phosphatase (60, 61) reguleert deze stof op bijzonder com­
plexe wijze zijn eigen afbraak 
Het glycogeensynthetase kinase wordt eveneens beïnvloed door het 
cyclisch AMP Volgens recente onderzoekingen van De Wulf en Hers (32, 
33), Bishop en Larner (12), Ghnsman en Hern (43) en Walaas с s (137) 
oefent het cyclisch AMP een stimulerende werking uit op het glycogeen­
synthetase kinase Het glycogeensynthetase phosphatase uit spierweefsel 
wordt geremd door glycogeen (135) een effect, dat voor het enzym, 
afkomstig uit de lever, niet kon worden aangetoond (56) Ghnsman с s 
(44) en Buschiazzo с s (19) hebben aangetoond, dat in de lever de 
conversie van het glycogeensynthetase van b (D) naar a (I) in vitro tot 
stand komt door het glucose in de perfusievloeistof zonder dat daarbij 
hormonen of cyclisch AMP een rol spelen Ghnsman с s schrijven dit 
effect toe aan een stimulerende werking van het glucose op het glyco­
geensynthetase phosphatase Bishop (11) heeft aangetoond, dat het 
glycogeensynthetase phosphatase gestimuleerd wordt door insuline te-
samen met glucose, resulterend in een toename van het glycogeen­
synthetase a (I) Het is mogelijk dat in dit laatste geval het effect niet 
veroorzaakt wordt door het insuline, maar door het gelijktijdig toege­
diende glucose, zoals door Ghnsman с s (44) gesuggereerd wordt 
Het is duidelijk, dat zowel het cyclisch AMP als het glycogeen een 
belangrijke rol spelen bij de interconversie en dus bij de regulatie van het 
glycogeenmetabohsme De regulatie van het koolhydraatmetabolisme 
door cyclisch AMP is uitvoerig samengevat door Sutherland en Robison 
(129) Het cyclisch AMP wordt uit het ATP gesynthetiseerd met behulp 
van het enzym "adenylcyclase", waarbij Mg + + noodzakelijk is Aange­
nomen wordt, dat het enzym gebonden is aan de plasmamembraan en 
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mogelijk ook aan andere cytoplasmatische membranen (28, 100) On-
langs is aangetoond, dat het "adenylcyclase" in leverweefsel vrijwel uit 
sluitend gebonden is aan de plasmamembraan (79) Zowel glucagon als 
epinephrine beide hormonen met een glycogenolytische werking - sti-
muleren het "adenylcyclase" en verhogen het gehalte aan cyclisch AMP 
m het weefsel (129, 79, 77) Het glucagon blijkt sterker dan het epine-
phrine of andere catecholamines het "adenylcyclase" te stimuleren Of 
dit toegeschreven moet worden aan een andersoortige beïnvloeding door 
beide hormonen van het "adenylcyclase" is niet bekend Het effect van 
hormonen op het cyclasesysteem in de lever is trouwens nog nauwelijks 
onderzocht De waarnemingen van Mannetti с s (79) wijzen meer in de 
richtmg van een binding van epinephrine aan een receptoreiwit in de 
plasmamembraan dan op een directe beïnvloeding van het "adenylcy 
clase" 
Deze waarnemingen maken de glycogenolytische werking van de 
hormonen glucagon en epinephrine inzichtelijk Verhoging van het cy-
clisch AMP gehalte door stimulatie van het "adenylcyclase", resulteert in 
een activering van het "kinase kinase" Hierdoor wordt de a-glucanphos-
phorylase cascade in werking gesteld, met als resultaat een verhoogd 
α-glucanphosphorylase a gehalte en daardoor verhoogde glycogeenaf-
braak Tegelijkertijd wordt het glycogeensynthetase kinase gestimuleerd, 
resulterend in een a (I)-»-b (D) conversie van het glycogeensynthetase 
met als gevolg een geringere glycogeensynthese 
3 INSULINE EN DE REGULATIE VAN HET GLYCOGEENMETA-
BOLISME 
De rol van het cyclisch AMP bij de glycogenolyse heeft ons inzicht 
omtrent de werking van de hormonen glucagon en epinephrine belang­
rijk verdiept Ten aanzien van de glycogenogenetische werking van het 
insuline is onze kennis echter veel minder pertinent In deze paragraaf 
zullen we de literatuurgegevens samenvatten betreffende de invloed van 
het insuline op het leverglycogeengehalte Voor meer algemene beschrij­
vingen van de physiologische werking van het insuline kunnen we ver 
wijzen naar de overzichtsartikelen van Ashmore en Carr (3), Zarrow с s 
(148), Hales (51) en Steiner (122) De afgifte van insuline is een gecom-
pUceerd proces, dat gestimuleerd wordt door bijv glucose en glucocorti-
coiden Het cyclisch AMP speelt hierbij een merkwaardige rol (of 
Sutherland and Robison, 129, Lambert с s, 72, 73, Mdnei en Hales, 86 
en Montague en Taylor, 88) 
Dat het cyclisch AMP een rol speelt bij de glyuogenogenetische 
werkmg van het insuline moge uit het volgende blijken Exton en Park 
(36) hebben aangetoond, dat insuline het gehalte aan cyclisch AMP ver 
mindert, terwijl Jefferson с s (64) lieten zien dat anti-insuhne serum het 
cyclisch AMP gehalte verhoogt Dit anti-insuline serum vermindert 
bovendien het glycogeengehalte in leverweefsel maar met in spierweefsel, 
zoals door Stern с s (127) is aangetoond De vermindering van het gehal­
te aan cyclisch AMP, onder invloed van het insuline, zou kunnen inhou 
den, dat zowel het a-glucanphosphorylase kinase kinase als het glyco 
geensynthetase kinase geïnactiveerd worden Het eerste betekent een 
vermindering van de a-glucanphosphorylase activiteit en dus een ver-
minderde glycogenolyse, het tweede betekent een verminderde a->b con-
versie van het glycogeensynthetase en mogelijk een verhoogde glyco-
genogenese Hoe het insuline de concentratie van het evehsch AMP regu-
leert is niet bekend Een beïnvloeding door stimulering van een speciliek 
phosphodiesterase voor cyclisch AMP lijkt niet waarschijnlijk ( S4) Door 
Menahan en Wieland (80) wordt, op grond van hun waarnemmg dat 
glucagoneffecten op leverweefsel geremd worden door insuline, gesugge-
reerd, dat het insuline inwerkt op het adenylcyclase systeem 
Er zijn echter ook waarnemingen, die wijzen op een regulerende 
werkmg van het insuline buiten het cyclisch AMP om Craig с s (27) 
constateerden een toename van het glycogeensynthetase a in spier­
weefsel zonder gelijktijdige verlaging van het cyclisch AMP gehalte 
Chambaut с s (25) vonden geen effect van cyclisch AMP op de stimu­
lerende werking van insuline in diafragmaweefsel Deze gegevens worden 
geïnterpreteerd als een beïnvloeding van het glycogeensynthetase kinase 
door het insuline, zodanig dat het enzym minder gevoelig wordt voor 
cyclisch AMP Vergelijkbare waarnemingen voor leverweefsel zijn gedaan 
door Bishop en Lamer (12) en Mersman en Segal (84) Deze auteurs 
vonden een verhoging van het glycogeensynthetase a gehalte onder in-
vloed van insuline en glucocorticoiden Ten aanzien van de werking van 
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de glucocorticoiden merken Kieutner en Goldberg (71) op, dat deze 
waarschijnlijk indirect is. Bij de waarnemingen van Bishop en Lamer 
(12) en Mersman en Segal (84) is het echter opvallend, dat tegelijk met 
de toename van het glycogeensynthetase a ook een toename van het 
totaal glycogeensynthetase (a + b) optreedt. Het lijkt ons dan ook voor-
barig op grond van deze waarnemingen te constateren, dat het insuline 
uitsluitend via stimulering van de b->a conversie van het glycogeensyn-
thetase werkt. 
Steiner en King (125) registreerden een verhoging van zowel het 
glycogeensynthetase a als van het totaal glycogeensynthetase na toedie-
ning van insuline aan diabetische ratten. Deze zeer pertinente waar-
neming (cf. Steiner, 122) valt moeilijk te rijmen met uitsluitend een 
conversie van glycogeensynthetase b naar glycogeensynthetase a onder 
invloed van insuline in deze diabetische ratten. Volgens Steiner (122) 
kan deze waarneming geïnterpreteerd worden in de zin van een de novo 
synthese van het glycogeensynthetase, zoals ook uit experimenten met 
remstoffen blijkt (cf. 1-4). Steiner c.s. hebben ook het enzym gedeelte-
lijk gezuiverd en gecentrifugeerd op suiker-gradiënten. Hierbij bleek dat 
het gedeelte van de gradiënt, dat een hoge glycogeensynthetase activiteit 
vertoont in het geval van insuline stimulering zwaarder gelabeld was met 
radioactieve aminozuren dan bij een controle. 
14. REGULATIE VAN HET GLYCOGEENMETABOLISME DOOR DE 
NOVO SYNTHESE VAN ENZYMEN. 
14-1. INLEIDING. 
Uit de korte samenvatting van de literatuur in 1-3-3 blijkt dat het 
insuline enerzijds werkt via het cyclisch AMP, maar dat het anderzijds 
effecten oproept, die wijzen in de richting van de novo synthese van 
enzymen. In het navolgende zullen we nader ingaan op de de novo 
synthese van enzymen als mogelijkheid tot regulatie van het glycogeen-
metabolisme. 
Belangrijke aanwijzigingen hiervoor zijn afkomstig van experi-
menten met remstoffen van de eiwitsynthese. De literatuurgegevens hier-
omtrent voor lever-, spier-, vet- en uterusweefsel hebben we samengevat 
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(Tabellen 1-2 en 1-3). We hebben hierbij onderscheid gemaakt tussen de 
invloed van eiwitremmers op het "steady state" (Tabel 1-2) en op het 
gestimuleerde glycogeenmetabolisme (Tabel 1 -3). 
De invloed van veel gebruikte remstoffen op de synthese van RNA 
en eiwitten is samengevat in fig. 1 -6. 
14-2. DE INVLOED VAN REMSTOFFEN VAN DE EIWITSYNTHESE OP 
HET "STEADY STATE" GLYCOGEENMETABOLISME. 
De literatuurgegevens betreffende de invloed van eiwitremmers op 
het "steady state" glycogeenmetabolisme zijn samengevat in Tabel 1-2. 
Naast het effect op het glycogeengehalte, op de activiteit van de en­
zymen glycogeensynthetase en α-glucanphosphorylase, op enkele meer 
algemene aspecten van het koolhydraatmetabolisme is ook het effect op 
het bloedglucosegehalte en op de eiwitsynthese aangegeven. Bovendien is 
het tijdsbestek vermeld waarbinnen de effecten optreden. 
Vrijwel alle waarnemingen aan leverweefsel wijzen in de richting 
van een glycogeendepletie na toediening van eiwitremmers aan de proef­
dieren. Als de proefdieren vooraf nuchter zijn gezet, heeft toediening 
van althans cycloheximide geen invloed meer op het dan reeds lage 
glycogeengehalte (13). Ook toediening van niet-remmende puromycine 
analogen (PAN en 6DAP) heeft een glycogenolytisch effect (59). Hierbij 
dient echter te worden opgemerkt, dat de dose/response curven voor 
PAN en 6DAP veel hoger liggen en dat bovendien het glycogenolytisch 
effect van 6DAP, dat na één uur significant is, na twee uur weer verdwe-
nen is; een effect dat bij puromycine niet optreedt. Afhankelijk van de 
gebruikte remstof en de toegediende hoeveelheid treedt een snelle (13, 
58, 59, 40) of langzame (110, 111) depletie van het glycogeen op. Deze 
depletie, meestal waargenomen bij ratten en muizen, treedt ook op bij 
de kikker (65). Eiwitremmers hebben in het algemeen een vermindering 
van de activiteit van het glycogeensynthetase tot gevolg, maar zij hebben 
geen invloed op de activiteit van het α-glucanphosphorylase. Blatt c.s. 
(14) en Kim en Blatt (65) registreerden echter in het kikkervisje van 
Rana catesbeiana een verhoging van de activiteit van het glycogeensyn­
thetase na toediening van puromycine. Cycloheximide had echter geen 
effect op de activiteit van het enzym. De bloedglucosespiegel wordt 
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1 l / 2 h 
Valadaresc s (133) 
Roskoski en Steiner (104) 
Dawson en Beck (29) 
Gutman с s (SO) 
- verlaging van hut gehalte of van de activiteit t o ν een onbehandelde controle 
0 geen invloed 
+ verhoging van het gehalte ui van de activiteit t o ν een onbehandelde controle 
Tabel 1-3 
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1 l /2h 
Bergamini с ь (9,10) 
Krause с s (69) 
Gourlcy en Brunlon (48) 
Dawson en Beck (29) 
G u t m a n e s (50) 
remming van hel slimulatoire effect van de induUorcn 
0 geen invloed 
+ versterking van hel slimulatoire ef|e< l van de indut lorcn 
verhoogd onder invloed van eiwitremmers, mogelijk na een bepaalde 
"lag" periode (13) 
De invloed van eiwitremmers op het glycogeengehalte van spier- en 
uterusweefsel is veel minder eenduidig In vivo hebben noch het puromy-
cine noch het cycloheximide invloed op het glycogeengehalte van spier-
weefsel (13, 58) Zij verhogen daarentegen het glycogeengehalte in de 
uterus van geovanectomeerde ratten (13, 23, 133) In vitro is de zaak 
nog gecompliceerder Puromycine en actinomycine hebben geen invloed 
op de glucose-inbouw in glycogeen m diafragmaweefsel van gehongerde 
ratten, mits geincubeerd m een glucose bevattend medium (115, 118) 
Bij afwezigheid van glucose in het incubatiemedium (uitsluitend sporen 
Cl4.glucose) wordt de mbouw van Cl4-glucose geremd door zowel pu-
romycine als zijn met-remmende analogen (116) Sovik (117) consta-
teerde een vermindering van de glycogeensynthetase a activiteit onder 
invloed van puromycine bij gelijkblijvende totale (a + b) activiteit 
Gourley en Brunton (48) registreerden een toename van glycogeen m de 
skeletspier van de kikker onder invloed van puromycine bij incubatie 
met melkzuur Een belangrijk punt voor de koolhydraatstofwisseling in 
de spier is de opname van glucose Noch m vitro noch in vivo wordt deze 
geremd door actinomycine, puromycine of cycloheximide (115, 104) 
Het glucosegehalte van de uterus neemt toe na toediening van cyclohexi-
mide (23) 
Het glycogeengehalte van vetweefsel neemt af onder invloed van 
puromycine, maar met door actinomycine (50) De C02-productie, de 
omzetting van glucose naar hpiden en de glucoseopname worden geremd 
door puromycine en actinomycine (29, 50) 
3 DE INVLOED VAN REMSTOFFEN VAN DE EIWITSYNTHESE OP 
DE GESTIMULEERDE GLYCOGCENSYNTHESE 
De glycogeensynthese in de lever kan gestimuleerd worden door 
toediening van glucose of glucocorticoiden aan vastende ratten (130), of 
door insuline toediening aan diabetische ratten (124) In de uterus treedt 
een verhoging van het glycogeengehalte op door toediening van oestra-
diol aan onvolwassen (47) of geovanectomeerde volwassen proefdieren 
(23) In het diafragma en de skeletspieren van gehongerde ratten treedt 
stimulatie van de glycogeensynthese op door insuline toediening (115) 
Bij gecastreerde ratten treedt eenzelfde stimulatie op in de musculus 
levator ani na testosteron injectie (9) Deze systemen zijn veelvuldig 
gebruikt voor het bestuderen van de invloed van eiwitremmers op de 
glycogeensynthese De resultaten van een groot aantal van deze experi-
menten zijn samengevat in Tabel 1 -3 
Het is opvallend dat in vrijwel alle gevallen de geïnduceerde glyco-
geensynthese in de lever geremd wordt door eiwitremmers Steiner en 
King (125) hebben aangetoond, dat het actinomycine de glycogeen 
inductie niet beïnvloedt bij lage concentraties (80 μg/dler), maar bij hoge 
concentraties (250 Mg/dier, waarbij waarschijnlijk ook remming van de 
eiwitsynthese plaats undt) de glycogeensynthese remt Bij de door glu­
cose geïnduceerde glycogeensynthese vonden Sie с s (111) geen rem­
ming door actinomycine, terwijl daarentegen Tarnowski с s (130) rem­
ming registreerden door zowel actinomycine als ethionme Mogelijk was 
de door Sie с s (111) gebruikte hoeveelheid actinomycine te laag De 
sleutelenzymen van het glycogeenmetabolisme worden in de gevallen van 
geïnduceerde glycogeensynthese eveneens beïnvloed, waarbij de verande 
ring meestal betrokken wordt op de totale (a + b) activiteit Het glyco-
geensynthetase wordt geremd, behalve bij lage concentraties actinomy-
cine (125) Steiner en King (125) hebben aangetoond, dat /owel rem-
ming optreedt van de totale activiteit als van de G-6-P onafhankelijke 
activiteit Ten aanzien van het a-glucanphosphorylase vonden Sie с s 
(111) geen remming door actinomycine Het hypoglycemisch effect van 
insuline wordt door de eiwitremmers nauwelijks beïnvloed (125, 140) 
Hiernaast hebben Salas с s (105) aangetoond, dat de inductie van het 
glucokinase in de lever door insuline wordt geremd door ethionme, p-flu-
orophenylalanine en actinomycine Gelijktijdige toediening van methi 
onine met ethionme of van phenylalanine met p-fluorophenylalanine 
voorkomt deze remming Tarnowski es (130) hebben aangetoond, dat 
de verhoging van het G-6-P gehalte door Cortisol wordt geremd door 
actinomycine en ethionme Een verhoging van het G-6-P gehalte door 
glucose wordt echter niet beïnvloed Greengard с s (49) hebben aange­
toond, dat de inductie van tyrosmetransaminase (E С 2 6 1 5 ) door in­
suline, door puromycine of actinomycine wordt voorkomen 
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De gegevens afkomstig van spier- en uterusweefsel zijn minder een-
duidig. Cecil en Bitman (23) toonden aan, dat de glycogeensynthese in 
de uterus, geïnduceerd door oestradiol, wordt geremd door cyclohexi-
mide Het cycloheximide heeft echter geen effect meer als het toege-
diend wordt 4 uur na het begin van de oestradiol behandeling Valadares 
es. (134) constateerden echter, dat noch het cycloheximide noch het 
5-fluorouracil invloed hebben op de oestradiol geïnduceerde glycogeen-
synthese in de uterus Het actinomycine remt de glycogeensynthese wel, 
terwijl het ethionine het oestradiol effect versterkt. De laatstgenoemde 
auteurs hebben het effect van de remstoffen geregistreerd 36 uur na een 
éénmalige toediening, terwijl Cecil en Bitman (23) het effect registreer-
den 16 uur na meerdere injecties van de remstof De door insuline geïn-
duceerde glycogeensynthese in het diafragma van ratten wordt geremd 
door puromycme en actinomycine in voldoend hoge concentraties (115, 
118). De door insuline of testosteron gestimuleerde glycogeensynthese 
in spier- en vetweefsel wordt geinhibeerd door puromycme en actinomy-
cine (9, 10, 50) Bij de skeletspier van de kikker treedt een dergelijke 
remming niet op als de spier gemcubeerd wordt in een lactaat bevattend 
medium (48) Alleen Krause с s (69) hebben de activiteit van de sleutel­
enzymen gemeten na thyronine-inductie Zowel het glycogeensynthetase 
als het a-glucanphosphorylase worden geremd door het actinomycine. 
De overige effecten van de verschillende inductoren worden vrijwel alle­
maal geremd behalve de glucoseopname, die soms wel (104) soms niet 
(115, 35) wordt geremd. Valadares с s. (133) vonden, dat de door insu­
line opgeroepen verhoging van de hexokinase activiteit in de uterus 
wordt geremd door ethionine, actinomycine, 5-fluorouracil en cyclo­
heximide. 
1 4 4 DISCUSSIE 
Op het eerste gezicht lijken de effecten van eiwitremmers op het 
"steady state" glycogeenmetabohsme in de lever te wijzen op een af­
hankelijkheid van dit metabolisme van een normaal functionerende ei­
witsynthese. Het belangrijkste experimentele bezwaar tegen deze opvat­
ting wordt gegeven door de resultaten met met-remmende puromycme 
analogen, die toch glycogeendepletie veroorzaken Dit zou kunnen wij-
52 
zen op een directe beïnvloeding van de sleutelenzymen door puromycine 
en mogelijk ook door andere remmers van de eiwitsynthese Gezien de 
waarnemingen van Sie с s (111), Cake en Oliver (2lb) en Blatt es (14) 
lijkt een directe remming van de sleutelenzymen met waarschijnlijk 
Cake en Oliver (21 b) vonden bovendien, dat geen interconversie van het 
a-glucanphosphorylase plaats vindt onder invloed van puromycine of 
actinomycine Blatt es (14) registreerden een geringe verhoging van de 
activiteit van het glycogeensynthetase in de lever van het kikkervisje van 
Rana catesbeiana door puromycine, maar niet door cycloheximide Te 
gelijkertijd treedt er echter glycogeendepletie op, zodat deze beïn-
vloeding van het glycogeensynthetase geen al te grote betekenis toege-
kend moet worden Ten aanzien van de effecten van de puromycine 
analogen willen we hier herhalen, dat hun werking slechts tijdelijk is in 
tegenstelling met de puromycine effecten (59) Op grond van deze over-
wegingen kunnen we stellen, dat het niet onaannemelijk is, dat het hand-
haven van een normaal glycogeengehalte in de lever afhankelijk is van 
een normaal functionerende eiwitsynthese Een gelijke conclusie kunnen 
we beslist met trekken voor spier- en uterusweefsel Het spierglycogeen 
wordt vrijwel niet beïnvloed door eiwitremmers, terwijl in de uterus een 
toename van het glycogeengehalte optreedt Met name deze laatste waar-
neming is moeilijk te plaatsen Mogehjk speelt hierbij de verhoging van 
de bloedglucosespiegel en de verhoging van het glucosegehalte m de 
uterus (23, 13), door de glycogeendepletie in de lever, een rol Deze 
verhoging van de substraatconcentratie zou modulatie van de activiteit 
van het glycogeensynthetase tot gevolg kunnen hebben 
De effecten van eiwitremmers op de gestimuleerde glycogeensyn-
these in de lever wijzen ons inziens op een afhankelijkheid van vooraf-
gaande enzymsynthese Een sterk argument ten gunste van deze op-
vatting komt naar voren uit het werk van Sie en Hablanian (110) Deze 
auteurs vonden een remming van de glycogeensynthese door ethiomne 
Deze remming wordt opgeheven door gelijktijdige toediening van 
methionine, een stof die ook de remming van de eiwitsynthese opheft 
Een analoog effect registreerden Salas es (105) voor de geïnduceerde 
verhoging van het glucokinase Methionine en phenylalanine maken de 
remmende werking van respectievelijk ethionme en p-fluorophenyl 
alanme ongedaan De waarnemingen aan uterusweefsel zijn schijnbaar 
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tegenstrijdig Het verschil tussen de waarnemingen van Cecil en Bitman 
(23) en Valadares с s (133) berusten waarschijnlijk op een verschil in 
tijdstip van registratie en in een verschil in hoeveelheid toegediende rem 
stoffen De latere waarnemingen van Valadares с s (134), dat de geïndu-
ceerde verhoging van het hexokinase wel geremd wordt, bevestigen dit 
Het is dus waarschijnlijk dat ook in uterus-, spier- en vetweefsel een 
stimulatie van de glycogeensynthese afhankelijk is van voorafgaande ei 
witsynthese In dit verband is de waarneming van Cecil en Bitman (23) 
interessant, dat de remming van de oestradiol gestimuleerde glycogeen-
synthese niet meer mogelijk is als de stof 4 uur na de inductie wordt 
toegediend Zij concluderen hieruit dat 'Once the glycogen synthetic 
machinery is set in motion, it is not dependent on further protein 
synthesis" 
Samenvattend kunnen we stellen, dat er voldoende experimentele 
aanwijzigingen zijn, dat zowel de "steady state" glycogeensynthese in de 
lever als de gestimuleerde glycogeensynthese in lever-, spier, uterus, en 
vetweefsel afhankelijk zijn van voortdurende, voorafgaande synthese van 
enzymen Dit houdt in dat we de de novo synthese van enzymen dienen 
te beschouwen als een van de regulatiemechanismen van de glycogeen 
stofwisseling 
De geringe aandacht die deze mogelijkheid tot regulatie de laatste 
jaren heeft gekregen (cf Villar-Palasi en Larner, 136, Holzer, 62 en 
Helmreich, 53) hangt waarschijnlijk samen met de volgende factoren 
1 enzymmodulatie en enzym-gekatalyseerde activering/inactivenng zijn 
uiterst aantrekkelijke modellen voor de "steady state" regulatie van het 
glycogeenmetabolisme in met name het spierweefsel 
2 de tegenstrijdigheid van de gegevens met remstoffen afkomstig van 
lever, spier- en uterusweefsel 
3 het onbekend zijn van mogelijke neveneffecten van eiwitremmers op 
het glycogeenmetabolisme 
4 de moeilijkheid om aan te tonen, dat er inderdaad nieuwe enzym 
moleculen zijn gevormd gedurende de inductie periode Voorzover ons 
bekend is dit tot nu toe alleen Steiner (122) gedeeltelijk gelukt 
5 een meer algemeen bezwaar is het tijdsbestek, waarbinnen de regulatie 
zich afspeelt De snelle verhoging van het glycogeengehalte (40 min cf 
125) door insuline, zou niet veroorzaakt kunnen worden door de novo 
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Synthese van enzymen, aangezien dit proces minstens enkele uren zou 
vergen (cf Ashmore en Weber, 4) De experimenten van Wool en mede-
werkers (143 - 147) hebben echter duidelijk aangetoond, dat insuline 
binnen 5 min een significante synthese van eiwitten kan induceren Wool 
en Cavicchi (147) hebben aannemelijk gemaakt dat deze inductie van 
eiwitten zich afspeelt op het niveau van de translatie en onafhankelijk is 
van de transcriptie 
1 -5 SLOTOPMERKINGEN 
De regulatie van het glycogeenmetabohsme is een uiterst complex 
gebeuren Wij kunnen een drietal, ongetwijfeld onderling samenhangen-
de, mechanismen onderscheiden 
1 modulatie van de enzymactiviteit bij gelijkblijvende hoeveelheid actief 
enzym Deze modulatie wordt waarschijnlijk veroorzaakt door alloste-
rische veranderingen van de enzymen glycogeensynthetase en a-glucan-
phosphorylase, waarbij respectievelijk G-6-P en AMP een overwegende 
rol spelen 
2 enzym-gekatalyseerde activering/inactivenng van de sleutelenzymen 
De beide sleutelenzymen van het glycogeenmetabohsme komen in twee 
vormen voor (actief - inactief), die interconversie vertonen Bij de inter 
conversie, die door specifieke enzymen wordt gekatalyseerd, speelt het 
cyclisch AMP een belangrijke rol Het cyclisch AMP stimuleert de glyco-
genolyse en remt de glycogenogenese De glycogenolytische werking van 
de hormonen glucagon en epinephrine wordt gemedieerd door dit cy-
clisch AMP Ook bij de glycogenogenetische werking van het insuline 
speelt het cyclisch AMP een rol 
3 de novo synthese van enzymen Het is waarschijnlijk dat zowel bij het 
"steady state" glycogeenmetabohsme in de lever, als bij de geïnduceerde 
glycogeensynthese m lever, spier-, uterus- en vetweefsel de de novo 
synthese van enzymen een regulerende functie heeft Vooral experi-
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HOOFDSTUK 2 
ULTRASTRUCTURELE ASPECTEN VAN DE GLYCOGEEN-
REPLETIE 
2-1 DE INVLOED VAN HONGEREN OP HET GLYCOGEENGEHALTE 
EN DE ULTRASTRUCTUUR VAN DE LEVER 
Ter inleiding van een studie betreffende de ultrastructurele as­
pecten van de glycogeenrepletie in ratten, die na een hongerpenode 
glucose werd toegediend (2-2), hebben we nagegaan welke invloed 
hongeren heeft op het leverglycogeengehalte en op de ultrastructuur van 
de levercellen Hiertoe werd een groep van 20 ratten nuchter gezet Na 
24, 48, 72 en 96 uur werden telkens 5 ratten gedood Het leverglyco­
geengehalte werd bepaald en een gedeelte van de lever werd bewerkt 
voor electronenmicroscopisch onderzoek volgens de methoden beschre­
ven in 2-2 Een vijftal doorvoede proefdieren werd als controle gebruikt 
De invloed van hongeren op het leverglycogeengehalte is samenge­
vat in Tabel 2-1 Een hongerpenode van 24 uur resulteert in een sterke 
vermindering van het leverglycogeengehalte, zoals ook door anderen is 
waargenomen (12, 17, 40)* Langduriger hongerpenodes hebben geen 
verdere significante daling van het glycogeengehalte tot gevolg 
Volledig overeenkomstig de verwachtingen bestaat de meest op­
vallende ultrastructurele verandermg na hongeren uit een vermindering 
van het aantal glycogeenpartikels in de lever (17) Het nog aanwezige 
glycogeen is met gelijkelijk verdeeld over de hepatocyten Naast lever-
parenchymcellen, die geen glycogeen meer bevatten, registreren we hepa­
tocyten, die relatief nog veel glycogeenpartikels bezitten Het glycogeen 
komt voornamelijk voor in de vorm van a-partikels (10) Deze a-par-
tikels vormen enerzijds grotere groepjes, gelegen tussen elementen van 
het glad endoplasmatisch reticulum (sER) (Fig 1), zoals ook door andere 
auteurs wordt aangegeven (6, 16, 17) Anderzijds komen solitaire α-раг-
tikels voor, gelegen tussen elementen van het ruw endoplasmatisch reti­
culum (rER) (Fig 1, pijlen) Deze twee vormen van cellulaire locahsatie 
* De nummers verwijzen naar de bibliografie van 2-2 
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Tabel 2-1 
DE INVLOED VAN HONGEREN OP HET LEVERGLYCOGEEN-
GEHALTE VAN JONGE, MANNELIJKE RATTEN (Wistar-stam, 



















2,04 ± 1,33 
5,12 ±3,96 
3,32 ± 1,74 
1,95 ±2,44 
57,2 ± 1,67 
(n) . aantal proefdieren 
( 1 ) : gemiddeld glycogeengehalte uitgedrukt als mg glycogeen/g gewicht 
(2) ' standaard afwijking 
van glycogeen komen ook in doorvoede proefdieren voor (Fig.2). Een 
opvallende toename van het sER, zoals dat door De Man en Blok (6) en 
Kugler (17) wordt beschreven, hebben we in ons materiaal niet waarge-
nomen. 
Naast deze veranderingen in het aantal glycogeenpartikels, die in 
alle onderzochte proefdieren optreden, hebben we afwijkingen gevonden 
in andere cellulaire structuren. 
1. het rER vertoont progressieve dilatatie en fragmentatie, samen-
gaand met een vermindering van de bezetting met nbosomen 
(Fig.3). 
2 het aantal lysosomen is toegenomen en zij zijn niet meer preferent 
gelocaliseerd rondom de galcapdlairen. Een aantal van deze lyso-
somal structuren bevat grote hoeveelheden ferntine (Fig.6 en 
Fig.3). Dit ferntine, dat ook vrij in het grondcytoplasma voorkomt 
70 
(Fig 3), is afkomstig van de afbraak van erythrocyten Deze afbraak 
van erythrocyten hebber we frequent waargenomen in hepato-
cyten (Fig 6) en Kupffer cellen (Fig 7) 
3 opvallend zijn de autophage vacuolen, die vaak restanten van mito 
chondrien en rER omsluiten (Fig 3) 
4 vaak zijn in langdurende hongerstadia de cristae mitochondriales 
zeer typisch georganiseerd (Fig 5) 
5 er komen veel vetdruppels voor, die soms een opmerkelijke morfo 
logische relatie met mitochondnen vertonen (Fig 4) 
De onder 1 t/m 5 beschreven veranderingen der ultrastructuur komen 
voornamelijk voor bij de proefdieren, die 48 uur of langer hebben ge-
hongerd en ze zijn uiterst zeldzaam na 24 uur hongeren Zonder in detail 
in te gaan op de oorzaken van deze ultrastructurele afwijkingen kunnen 
we ze in het algemeen beschouwen als uitingen van de adaptatie der 
hepatocyten aan het gebrek aan direct bruikbare energie (2, 7, 28) 
Als belangrijkste conclusie van deze oriënterende studie kunnen we 
stellen, dat 24 uur hongeren een opmerkelijke verlaging van het levergly-
cogeengehalte veroorzaakt zonder dat er, tengevolge van het onstane 
energiegebrek, opvallende afwijkingen in de ultrastructuur der hepato-
cyten optreden Dit betekent, dat de studie van de ultrastructurele as-
pecten van de glycogeenrepletie aan deze proefdieren niet of nauwelijks 
vertroebeld zal worden door reeds aanwezige afwijkingen 
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Fig 1 
Gedeelte van een hepatocyt na 24 uur hongeren Het glycogeen is aanwezig 
tussen elementen van het sER (gl) en het komt voor als solitaire a-partikels 
tussen het rER (pijlen) 
Fig 2 
Gedeelte van een hepatocyt van een doorvoed controledier Het merendeel 
van het glycogeen komt voor in een groot glycogeen areaal (gl) Enkele α-раг-
tikels liggen tussen goed ontwikkeld rER (pijlen) 
Fig 3 
Hepatocyt na 48 uur hongeren Het rER is gedeeltelijk gefragmenteerd Een 
autophage vacuole (av), die een muochondrion omsluit, en ferntine partikels 
(fe) zijn opvallend 
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OF GLYCOGEN REPLETION IN RAT LIVER 
G.F.J.M. VRENSEN and Ch.M A. KUYPER 
Department for Electron Microscopy and Department for Chemical Cytology, 
Untiersity of Nijmegen, The Netherlands 
INTRODUCTION 
The morphological relation of glycogen to other cellular structures and 
the significance of these structures for the synthesis and breakdown of 
glycogen, have· been the topic of many discussions. Many investigators 
ascribe a functional role to the apparent topographical relationship of 
glycogen with elements of the smooth endoplasmic reticulum (1, 2, 5, 6, 
7, 11, 16, 17, 26, 30, 31). According to the view of these authors the smooth 
reticulum is involved in either glycogen synthesis or breakdown ; or it is 
involved in both processes. In contrast with this view, Themann (43), 
Stadhouders (39) and Phillips et ál. (29) deny such a functional relation-
ship. An interesting new hypothesis, concerning the process of glycogen 
accumulation is put forward by Stadhouders, on account of his obser-
vations on the prenatal glycogen synthesis in rat liver. This author gives 
arguments for the supposition that the glycogen granules are formed on 
or close to the ribosomes. Before or during this process the ribosomes 
become detached from the membranes of the endoplasmic reticulum, 
which membranes are left as smooth profiles. 
To our opinion these opposite views justify a reinvestigation of the 
ultrastructural aspects of glycogen neo-synthesis. Short fasting periods 
(up to 24 hours) result in a remarkable decrease in glycogen content of 
rat liver (17,43), and the loss in glycogen particles is the only visible 
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alteration in the ultrastructure of the hepatocytes, (own observations, 
unpublished). Administration of glucose to these fasted animals gives rise 
to a rapid neo-synthesis of glycogen (1). In order to be sure that we are 
really dealing with newly synthesized glycogen particles in the electron-
microscopical pictures, we have correlated the ultrastructural observations 
with biochemical estimations of the glycogen content of the same liver 
tissues. 
MATERIAL AND METHODS 
All experiments were carried out with young male rats (Wistar albino 
strain, weight about 100 g). In order to avoid at best the influence of 
diurnal rhythm in glycogen content the experiments were always started 
at 8-9 a.m. (24). 
Three experiments were carried out, which each included 30-36 
animals. In each experiment 5-7 animals received food and water ad lib. 
These animals shall be regarded as fed control animals. Five to eight 
animals were fasted for 24 hours with free access to water and shall 
be regarded as fasted control animals. The fed and fasted control 
animals were killed shortly before the treatment of the actual 
PNperi:rentri animals. These experimental animals (15-21 per experiment) 
were p.'so fasted for 24 hours, but received after this fasting period 1.2 ml 
of a glucose solution by stomach tube. From these animals 5-7 were 
killed 15, 30 and 60 min resp. after the glucose administration. The three 
experiments are differentiated by the amount of glucose administered. 
The animals received resp. 24, 120 and 600 mg glucose (D( + ) glucose ; 
E. Merck, Darmstadt). 
ELECTRONMICROSCOPICAL METHODS 
After decapitation and opening the abdomen a part of the median liver 
lobe was immediately immersed in a drop of 6.25 % glutaraldehyde solu-
tion, pH 7.4 (36) and cut in small pieces. The tissue was fixed in this 
glutaraldehyde solution for 1 'i hour at 4 °C. After fixation the tissue 
was well rinsed in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.4, for 1 hour and postfixed 
in 1 % OsO, according to Millonig (25). The tissue was dehydrated in a 
graded series of ethyl alcohols and embedded in Epon 812. Ultra-thin 
sections were cut with glass knives on a Porter-Blum ultramicrotome or 
a LKB Ultrotome and collected on collodion-carbon coated grids. The 
sections were contrasted with lead-citrate (33) or uranyl-acetate (44) and 
were examined in a Philips EM 200 electron microscope. 
GLYCOGEN DETERMINATIONS 
The remainder of the liver tissue was quickly frozen in dry ice and 
stored at — 65 °C. The tissue was powdered in a cooled Waring blendor. 
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Glycogen was obtained by hot alkali extraction as described by Good ct 
al. (13). The glycogen was determined in aqueous solutions with the 
anthrone reagent. The prescriptions of Remarque (32) were carefully 
followed. Glycogen content was expressed as mg/g of frozen tissue. 
KESULTS 
BÎOCHEMICAL 
Liver glycogen content is strongly diminished by submitting rats to a 
24 hours fasting period (Table I) . Oral administration of glucose to such 
animals gives rise to a rapid increase in glycogen content. The results of 
three experiments, with different amounts of glucose administered, are 
summarized in Table I. 
Fifteen min. after the administration of 120 or 600 mg glucose a 
significant rise in glycogen content is observed, a situation which is also 
reached 30 min. after administration of 24 mg. Depending on the amount 
of glucose administered a 2-7 fold rise in glycogen content is reached 
after 60 min. Curiously enough the administration of 120 mg of glucose has 
almost the same effect on glycogen content as the administration of 
600 mg. The increase in glycogen by these doses is not proportional to the 
amount of glucose given. 
ELECTRON MICROSCOPICAL 
The aim of this investigation was to get more insight in the ultra-
structural aspects of glycogen deposition within the hepatocytes in the 
early stages of glycogen resynthesis. Therefore we did not pay attention 
to the distribution of the glycogen within the liver lobules and the changes 
in this distribution after the administration of glucose to the fasted 
animals. 
Electronmicroscopical observation of the hepatocytes after glucose 
administration brings to light some curious aspects of the glycogen 
particles deposited in these cells. We very often observe within the 
hepatocytes areas where only one or a few glycogen particles are 
deposited between cisterns of the granular reticulum and between free 
ribosomes (PI. I, fig. a). We shall regard these particles as solitary 
glycogen particles. Besides we also observe areas which are characterized 
by small accumulations of glycogen particles dispersed between cisterns 
and vesicles of the endoplasmic reticulum which are partly of the 
granular, partly of agranular and partly of a mixed type (PL I, fig. b). 
Moreover, we observe within the hepatocytes large glycogen areas which 
are comparable to the large glycogen depositions as observed in normally 
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TABLE I. — Lyver glycogen content of young fasted (24 hours) rats before 
and after oral administration of different amounts of glucose. 
a. 24 mg glucose administered. 
b. 120 mg glucose administered, 




































































1. glycogen content expressed as mg/g of frozen tissue. 
2. standard deviation. 
3. number of animals. 
fed control animals. Within these areas many glycogen particles are 
dispersed between elements of the smooth endoplasmic reticulum 
(PI. I, fig. c). This distinction of three types of glycogen deposition is 
not meant to indicate significantly different deposits — many intermediate 
forms can be observed — but only to facilitate the description and 
comparison of glycogen deposits in different sections. 
As is already shown (Table I) the glycogen content of the liver is 
increasing with time after glucose administration. This progressive 
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increase in glycogen content is accompanied by changes in the inter­
relationship of the electronmicroscopically characterized types of glycogen 
deposition, mentioned above. Fifteen minutes after administration of 120 
and 600 mg of glucose we register nearly only solitary glycogen particles 
and hardly any small or large glycogen area (PL II, fig. a). Thirty 
minutes after the glucose load small glycogen areas are very obvious 
and only few large glycogen depositions are observed. It is remarkable, 
however, that the solitary glycogen particles are still very numerous 
(PI. II, fig. b). After sixty minutes we observe many large glycogen 
zones, whereas the number of solitary glycogen particles and small 
glycogen zones is comparable to that of the thirty minute stage 
(PI. II, fig. c). Administration of 24 mg of glucose reveals after 15 and 
30 min a picture of the glycogen repartition within the hepatocytes, 
comparable to the picture 15 min after the administration of 120 and 
600 mg of glucose. Sixty minutes after a 24 mg glucose load many smaîl 
glycogen zones are observed along with many solitary glycogen particles. 
The number of large glycogen zones is very small. 
The majority of the glycogen particles within the hepatocytes after 
the glucose administration are of the a-type (10), and consist of a varying 
number of ß-particles (PI. I, fig. a, b, c). They can easily be distinguished 
from ribosomes and other cellular particles by their ro-,ette-like appea-
rance, their larger size and their high contrast after lead-citrate staining. 
We also observe, however, glycogen particles which have, at first glance, 
a strong resemblance to the ribosomes. However, at higher magnification 
they can be identified as ß-glycogen particles (10), since they have a 
larger diameter (200-300 Â) than ribosomes (150-170 Â) and have a higher 
contrast after lead-citrate staining (PI. Ill, fig. b, arrows). 
The glycogen particles in normally fed animals have a contrast after 
uranyl-acetate staining much inferior to that of ribosomes, an obser-
vation which is in accordance with the observations of Minio et al. (27) 
and Marinozzi et al. (23). Curiously enough, the glycogen particles within 
the hepatocytes of the animals fasted for 24 hours and the animals which 
received glucose after fasting, have a contrast after uranyl-acetate 
staining which is mostly superior to that of ribosomes (PI. Ill , fig. e). 
This affinity for uranyl is striking for all glycogen particles within the 
hepatocytes 15 and 30 min after glucose administration. Sixty minutes 
after the glucose load some glycogen particles still show this affinity to 
uranyl-acetate while others do not. In the discussion we shall return to 
this peculiar affinity to uranyl-acetate of these glycogen particles. 
The ß-glycogen particles often show a remarkable relation to elements 
of the granular reticulum and free ribosomes. As is illustrated (PI. Ill, 
fig. b, arrows) ß-glycogen particles are often dispersed between ribosomes 
and can be distinguished only from them by their size and contrast. 
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This observation is very suggestive and creates the impression that 
these β glycogen particles form a part of a polyribosome This suggestion 
of a close relationship of glycogen particles to nbosomes and elements 
of the granular reticulum is strengthened by considering the following 
observations 
1 Glycogen particles are often localized on or very close to the membranes 
of the granular reticulum (PI III, fig a, double arrows and PI. Il l 
fig c) The interpretation is forced upon us that nbosomes are replaced 
by β glycogen particles in these cases , 
2 Sometimes a polyribosome is registered which seems to be stripped of 
a granular membrane (PI III, fig d, single arrow) One of the com­
ponents of the polyribosome is a ß-glycogen particle , 
3 Groups of G-glycogen particles, sometimes, have a configurative resem-
blance to groups of nbosomes (PI III, fig a, single arrows and PI III, 
fig d, double arrows) 
DISCUSSION 
A rapid and striking increase in glycogen content is observed after 
glucose administration to fasted rats This finding is in agreement with 
the findings of De Wulf and Hers on mice (8, 9). These authors describe 
a 15-20 and up to 40-fold stimulation of the glucose-glycogen conversion 
in fasted and fed mice after a single glucose load This development 
requires 5 min to take fully effect, and results in a net increase in 
glycogen quantitatively comparable to our observations The increase in 
glycogen content, as observed by DeWulf and Hers and as described 
in this article is, however, much more pronounced than that obtained 
by Sie (37, 38), Steiner and Williams (40, 41) and Godeken et al (12). 
From our results it can be calculated that 15 min after the administration 
of 120 resp 600 mg of glucose 30 resp 50 % of the glycogen particles 
are newly formed Thirty and sixty minutes after these glucose loads 
60 resp 75 % and 80 resp 85 % of the glycogen particles are newly 
formed. 
A correct interpretation of the ultrastructural aspects of glycogen 
neo-synthesis greatly depends on the quantitative preservation of the 
glycogen in the fixed tissue As is pointed out by Stadhouders (39) a 
glutaraldehyde fixation, indeed, provides for such a quantitative preser-
vation of glycogen in liver tissue As compared to the unfixed tissue 97 % 
of the glycogen is recovered after glutaraldehyde fixation A second 
important condition for the correct interpretation of glycogen neo-syn-
thesis is the possibility to identify the glycogen particles in the sections 
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and to differentiate them from ribosomes and other cellular particles. 
As is pointed out, too, by Stadhouders, glycogen particles have a great 
affinity for lead from solutions of high pH. Especially the lead-citrate 
solution as described by Reynolds (33) gives good contrast to probable 
all glycogen particles present in the sections. 
Because of these considerations we feel sure that : 
a. The glycogen visualized in our sections represents nearly all the 
glycogen present in vivo ; 
b. The glycogen present consists for the great majority of particles which 
have just been synthesized or are still in the synthetic phase. 
From this it follows that we can gather information about the possible 
involvement of some cellular structures in the synthesis of these glycogen 
particles. 
As is illustrated in this paper the early stages of glycogen deposition 
in liver cells after glucose administration to fasted rats is characterized 
by the appearance of solitary glycogen particles, (often of the ß-type), 
or small groups of these particles between elements of granular reticulum 
and between free ribosomes. The ß-glycogen particles in these cytoplasmic 
areas are often closely associated to granular membranes or appear to 
form a part of a polyribosome. These observations are partly in agreement 
with the investigations of Stadhouders (39), Stephens and Bils (42) and 
Laschi and Rizzoli (19). The close association of glycogen particles with 
ribosomes is to our opinion indirectly confirmed by the peculiar affinity 
of the new glycogen particles for uranyl-acetate. As is asserted recently 
by Minio et al. (27) the glycogen particles in normally fed animals have, 
under different circumstances of fixation and embedding, a contrast after 
uranyl-acetate staining inferior to that of ribosomes. This is confirmed 
by our own registrations. The newly formed glycogen particles, however, 
have a contrast after uranyl-acetate staining higher than that of ribo-
somes. Although the specificity of uranyl-acetate staining is not fully 
established there are a lot of arguments (for references see Minio et-
al. [27]) to suppose that this staining solution has a preferent affinity 
for structures containing nucleic acids. So it is not unlikely that the high 
contrast of the newly formed glycogen particles is an expression of a 
high RNA content. 
All these observations can be explained by the supposition that in 
the formation of glycogen particles ribosomes play some specific role. 
As is now generally accepted ribosomes play an important role in the 
synthesis of enzymes as attachment sites for the messenger-RNA (14). 
The administration of glucose to fasted rats gives rise to an increase in 
blood glucose. This rise will result in an increase of glucose-6-P and 
therefore in a stimulation of glycogen-synthetase (21). We can imagine 
that after starvation the stimulation of glycogen synthesis can be 
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considered as the result of a neo synthesis of glycogen-synthetase, 
mediated by messenger-RNA and ribosomes. It is possible that this new 
enzyme starts the synthesis of polysaccharides immediately, even before 
the enzyme is completely released from the messenger-ribosome complex. 
This messenger-ribosome complex could then be enclosed by the growing 
polysaccharide molecules and could function as a starting point for the 
new glycogen particle. 
This hypothesis gives an explanation for the very close association 
of ß-glycogen particles with ribosomes as well as for the uranyl-positive 
character of the new glycogen particles. Moreover it becomes under-
standable that the ß-glycogen particles and the solitary α-particles are 
deposited in cytoplasmic areas where granular and mixed cisterns of 
the endoplasmic reticulum are intermingled : it is not unlikely that during 
this process of initiation of polysaccharide synthesis by ribosomes, the 
membrane-bound ribosomes become detached from the membranes and 
thus give rise to the transition of granular cisterns to mixed and smooth 
cisterns and vesicles. This logically explains that in later stages (60 min 
and later) the glycogen particles are localized mainly in areas where 
only smooth membranes are present i.e. are left. We presume further 
that the ß-glycogen particles will connect to each other and form an 
α-particle which will grow out further. This explains the loose configu­
ration of many groups of ß-particles in the early stages of glycogen 
repletion in contrast with the rosette-like appearance of the α-particles. 
That some glycogen particles in the sixty minute stage and almost all 
glycogen particles in normally fed animals are uranyl-negative can be 
explained by the observation of Roth (35), that ribosomes contain ribo-
nuclease. During formation of the " m a t u r e " a-particle the ribosomal-RNA 
could well be digested by this enzyme. 
The supposition that ribosomes play some specific role in glycogen 
synthesis and that there is a transition of rough membranes to smooth 
membranes was first made by Stadhouders (39), in virtue of his obser­
vations on prenatal glycogen synthesis in rat liver cells. 
This conception deviates, however, from the view of many other 
investigators, who state that glycogen synthesis or breakdown is somehow 
mediated by the smooth endoplasmic reticulum (1, 2, 5, 6, 7, 11, 16, 17, 
26, 30, 31). Porter and Bruni (31) and Lafontaine and Allard (18) obtained 
in rat liver cells a simultaneous hypertrophy of the smooth reticulum 
and a decrease in glycogen content after administration of 3'-Me-DAB 
rep. 2'-Me-DAB (3' rep. 2' methyl-4 dimenthyl aminobenzene). 
Porter and Bruni discuss the possibility that З'-Ме-DAB is metabolized 
in the smooth reticulum and that some metabolite formed gives at the 
same time a disturbance of the enzyme system involved in glycogen 
metabolism. This disturbance of the enzyme pattern would then be 
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counteracted by forming more agranular membranes From these findings 
they conclude that smooth membranes are directly involved in glycogen 
synthesis and depletion However, the proliferation of the smooth endo­
plasmic reticulum could well be explained by detoxification activity (Jones 
and Fawcett [16]), while the disappearance of glycogen could be 
explained by increased demands for energy Thus the two phenomena 
would be completely unrelated 
The investigations of Porter and associates (26, 30), concerning 
glycogen depletion and repletion in rat liver cells after fasting and 
refeeding, reveal no marked hypertrophy of the smooth reticulum after 
fasting Two to six hours after refeeding, however a considerable increase 
in this cell component is observed concurrently with a rise in the number 
of glycogen particles, which are situated between the smooth membranes 
From this observation they very carefully conclude that the smooth 
membranes are somehow involved in glycogen metabolism The absence 
of a well-developed meshwork of agranular membranes after fasting is 
in accordance with our observations and those of Themann (43), Phillips 
et al (29) and Jones and Fawcett (16) The "hypertrophy" of the smooth 
membranes after refeeding is confirmed by our registrations, in so far 
as we observe a transformation of rough membranes to smooth mem­
branes in the early stages of glycogenrepletion (up to 60 min) This 
transformation will give, especially in later stages, the morphological 
picture of a hypertrophy but is different from a real hypertrophy ι e. 
proliferation of the smooth membranes themselves To our opinion this 
"proliferation" can be considered as the result of a loss in ribosomes of 
the granular cisterns It can be expected from these considerations that 
two to six hours after refeeding the majority of glycogen particles are 
situated between membranes with smooth surfaces 
DeMan and Blok (6) conclude, in virtue of their observations on 
adrenalectomized rats, that the smooth reticulum is involved in glycogen 
synthesis The removal of the adrenals, however, disturbs the normal 
cell metabolism (45) This is confirmed by their finding that the 
administration of 100 mg of glucose to adrenalectomized rats, fasted 
for 1 day, was "insufficient to produce demonstrable glycogen formation 
in the animals killed 1, 2, 3, and 5 hrs resp after the injections". This 
is in sharp contrast with our observations and indeed indicates a 
difference in the metabolic potencies of their liver tissue as compared 
to liver tissue of non-adrenalectomized animals Therefore it is question­
able whether it is correct to draw general conclusions concerning glycogen 
synthesis from observations on such animals 
The electronmicroscopical autoradiographic experiments of Coimbra 
and Leblond (1), concerning glycogen synthesis after administration of 
glucose partially labeled with tritium, reveal a localization of the 
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photographic silver grains near glycogen particles situated in zones of 
smooth and rough surfaced cisterns They observe furthermore the 
surrendering of nbosomes to glycogen areas and the transition of rough 
surfaced cisterns to smooth or mixed vesicles. These observations 
completely agree with ours They conclude, however, " t h a t smooth mem­
branes may intervene at early stages in the formation of glycogen 
granules" , a conclusion which is completely different from ours They 
based this conclusion on their observation that 15 min after the glucose 
load 15 % of the silver grains were close to smooth or mixed vesicles 
without a "visible" glycogen particle being in the near vicinity So they 
pose the question whether the "invisible" phase of granule formation 
occurs in relation to smooth membranes Preliminary results of a similar 
experiment in our laboratory, however, reveals at early stages a loca­
lization of silver grains in the neighbourhood of glycogen particles, 
rough surfaced cisterns and nbosomes They support their conclusion by 
citing the investigations of Hizukuri and Lamer (15) and of Rosen (34) 
Hizukuri and Lamer have found that a smooth membrane-rich fraction 
of liver tissue contains a factor that allows glycogen-synthetase to 
become active in the absence of glucose-6-phosphatase, thus may control 
the activity of this enzyme This conversion-factor was separated only 
from the glycogen-associated enzyme (UDPG-glycogen-synthetase) by 
ultrasonic disintegration and centrifugation So it is not likely that 
this observation gives irrefutable evidence for the smooth-membrane-
bound character of this conversion factor Rosen has shown that glucose-
6-phosphatase is bound to smooth membranes Glucose-6-phosphatase, 
however, is involved in glycogen breakdown and in addition Dawkins 
(3, 4) has shown that this glycogen breakdown is more influenced by the 
activation of Phosphorylase than by glucose-6-phosphatase We believe 
therefore that the observation of Rosen gives no evidence in support 
of the view that the smooth membranes intervene in the early stages 
of glycogen repletion. 
As an ultimate conclusion of this investigation we can state that 
we have observed quite a number of morphological arguments which 
make it plausible that nbosomes and granular membranes play an 
important role in the early stages of glycogen repletion Further investi­
gations, autoradiographic as well as biochemical, have to elucidate the 
exact role of these structures in this process of glycogen synthesis 
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SUMMARY 
Glycogen repletion in liver cells, at early stages after administration of glucose 
to fasted rats was studied by electronmicroscopical and biochemical methods 
The biochemical estimation of glycogen shows a 2-7 fold increase In 
glycogen content (Table I) The very early stages (15 and 30 min) of this 
glycogen neo-synthesis are characterized by the appearance of solitary glycogen 
particles situated between granular cisterns of the endoplasmic reticulum and 
free nbosomes Thirty and sixty minutes after the glucose load many glycogen 
zones are observed consisting of a small number of glycogen particles situated 
between cisterns of partly smooth and partly rough endoplasmic reticulum 
Large accumulations of glycogen particles with only smooth profiles inter-
mingled become especially obvious after 60 min In all the stages studied 
there is a remarkable relationship of ß-glycogen particles with nbosomes and 
granular membranas 
These results are discussed in the light of present conceptions on glycogen 
synthesis We arrive a t the conclusion that there is morphological evidence 
that in the early stages of glycogen deposition, nbosomes play some specific 
role in the formation of new glycogen particles The formation of the new 
glycogen particles is accompanied by the transition of rough membranes to 
smooth membranes The significance of this morphological evidence is discussed 
w ith relation to current concepts on enzymesynthesis 
RÉSUMÉ 
Le depot de glycogene qui apparaît rapidement dans le foie de rats à jeun 
après 1 administration de glucose a ete étudié biochimiquement et au microscope 
électronique 
Les résultats biochimiques démontrent que le contenu en glycogène 
augmente de 2 à 7 fois selon le moment ou 1 analyse a été faite Pendant les 
premières phases (15 et 30 minutes après 1 administration) la synthèse de 
glycogène est caractérisée par la présence de quelques particules de glycogène 
isolées parmi des citernes du reticulum endoplasmique granulaire et des nbo-
somes libres Trente et soixante minutes après 1 administration, plusieurs zones 
de glycogene peuvent être trouvées Ces zones se composent d'un petit nombre 
de particules glycogemques situées entre des citernes de reticulum endoplas-
mique partiellement granulaire et partiellement lisse Des plages étendues de 
glycogène ne contenant que des membianes lisses deviennent évidentes surtout 
après 60 minutes Dans tous les stades examines il y a une relation évidente 
entre les ß-particules de glycogène d'une paît , les nbosomes et les membranes 
granulaires du reticulum endoplasmique d autre part 
La discussion des résultats tient compte des idées actuelles sur la synthèse 
de glycogène En conclusion, il est morphologiquement evident que dans les 
premiers stades de la deposition de glycogène les nbosomes Jouent un râle 
spécifique dans la formation des nouvelles particules Cette formation est 
accompagnée d une transition des membranes granulaires en membranes lisses 
La signification de ces données morphologiques est discutée sur la base des 
idées actuelles concernant la synthèse des enzymes 
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Legends to the figures 
AU micrographs are taken from liver tissue of animals wich have received 
600 mg glucose 24 hours after starting starvation The various times after 
glucose administration are indicated in the legends All tissue sections were 
stained with lead-citrate (33) except the section used for fig e, PI III This 
was stained with uranyl-acetate according to Watson (44) 
Plate I 
These pictures are taken from liver tissue 60 min after the glucose load , 
glycogen content 17 60 mg/g 
Ftq a This micrograph illustrates solitary glycogen particles localized 
between granular cisterns and free nbosomes. 
Fig b — The center of this micrograph is occupied by a small glycogen accu­
mulation Glycogen particles are localized between endoplasmic reticulum 
components which are partly granular and partly agranular surfaced Further­
more we observe solitary glycogen particles [arrows) with the typical relation­
ship to nbosomes and granular cisterns 
Fig с — This is a typical picture of a large glycogen accumulation Many 
a - glycogen particles are situated between smooth profiles Solitary glycogen 
particles are also observed (arrows). 
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Fig a — Par t of a hepatocyte 15 min after the glucose load , glycogen content 
3,29 m g / g This micrograph illustrates the relationship of ß-glycogen particles 
with nbosomes (single arrows) and granular cisterns (double arrows). 
Fig Ь —• High magnification micrograph illustrating the relation of ß-glycogen 
particles with nbosomes The glycogen particles (arrows) are larger and have 
higher contrast than the nbosomes. 
Fig с — High magnification picture showing the relation of ß-glycogen 
particles (arrows) with a granular cistern. 
Fig d. — Par t of a liver cell 60 mm after the glucose load , glycogen content 
17,80 m g / g Glycogen particles are scattered between both granular and agra-
nular cisterns A ß-particle is present (single arrow) related to a polyribosome 
which is stnpped of a granular cistern Some small α-particles closely resemble 
polyribosomes (double arrowsX 
Fig e — Section from the same tissue as indicated in PI HI, fig d The 
section was stained with uranyl-acetate only The glycogen particles have a 
more pronounced contrast as have the nbosomes. 
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FURTHER OBSERVATIONS CONCERNING 
THE INVOLVEMENT OF ROUGH ENDOPLASMIC 
RETICULUM AND RIBOSOMES IN EARLY STAGES 
OF GLYCOGEN REPLETION IN RAT LIVER 
A COMBINED BIOCHEMICAL AND ELECTRONMICROSCOPIC 
AUTORADIOGRAPHIC STUDY 
G.F.J.M. VRENSEN 
Department for Electron Microscopy, University of Nijmegen, The Netherlands 
INTRODUCTION 
In a previous paper (33) we have reported morphological evidence tha t 
part of the rough endoplasmic reticulum and ribosomes are involved in 
the early stages of glycogen repletion. This conclusion is based on the 
observations tha t those glycogen particles, which can be considered to 
be newly synthesized, are often found in close association with elements 
of the rough endoplasmic reticulum and ribosomes. The purely morpho-
logical character of these observations, however, has the disadvantage 
tha t one can never give full proof tha t the supposedly new glycogen 
particles really are newly synthesized. Moreover, only the relation between 
"vis ible" glycogen particles and cellular components can be studied. I t can 
be expected, however, t ha t the formation of new glycogen particles passes 
through a low molecular weight phase, the "polyglucose" molecules, 
and these must be regarded as the invisible phase of glycogen forma-
Present address : Department for Electron Microscopy, University of Nijmegen, 
Geert Grooteplein Zuid 24, Nijmegen, the Netherlands. 
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tion (6). The relation of this "invisible" glycogen to cellular ultrastruc­
ture is of great interest, for this represents the real initiation phase of 
glycogen particles. 
To get more insight in this phenomenon of glycogen initiation, we 
performed some autoradiographic experiments. Glycogen synthesis was 
induced by administration of tritiated glucose together with unlabeled 
carrier glucose to fasted rats. At various time intervals after the glucose 
administration livers were fixed and examined by means of electronmicro-
scopic autoradiography. The correct interpretation of the autoradiographs 
presupposes that the radioactivity is restricted to glycogen. Therefore 
autoradiographs of α-amylase treated tissue are studied as well. The 
results of the autoradiographic experiments are compared to measure­
ments of the incorporation of tritiated glucose into the lyo and desmo-
fractions of glycogen. 
The results of the experiments reported here support the hypothesis 
that ribosomes are involved in the initiation of new glycogen particles. 
MATERIAL AND METHODS 
The experiments were carried out on young male rats (Wistar albino strain, 
weight about 100 g). To avoid at best the influence of diurnal rhythm on 
liver glycogen content the experiments were always started at 8-9 a.m. (17). 
After a preceding fasting period of 24 hours the animals received 1.2 ml 
of a glucose solution by stomach tube. Fifteen, thirty and sixty min later, 
1 (experiment 3), 2 (experiments 1 and 2) or 5 (experiments 4 and 5) 
animals were sacrificed. The animals of the experiments 1 and 2 received 
600 μΟί D-glucose-6-Τ (specific activity 2,000 mCi/mmol, The Radiochemical 
Centre, Amersham, England) mixed with 24 mg or 120 mg D( + ) glucose 
respectively. The animals of experiment 3 received 2,500 μΟΐ D-glucose-6-Τ 
(s.a. 500 mCi/mmol) mixed with 120mgD( + ) glucose. The animals of the 
experiments 4 and 5 received 60 μϋί D-glucose-6-Τ (s.a. 500 mCi/mmol) 
mixed with 24 mg or 120 mg D( + ) glucose respectively. In each experiment 
a number of fed and fasted control animals were included. 
ELECTRONMICROSCOPY 
Parts of the median liver lobes of the animals from the experiments 1 
and 2 were prefixed in 6.25 % glutaraldehyde, pH 7.4 (23), postfixed in 
1 % OsOi (18) and embedded in Epon 812. The livers of the animals of 
experiment 3 were fixed in toto by perfusion of the animals with 3 % 
glutaraldehyde in 0.1m cacodylate buffer, pH 7.4. Parts of the medinn 
liver lobes were postfixed with 1 % Os04 (18) and embedded in Epon 812. 
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The rest of the median liver lobes was cut into 150 μ sections with a 
Sorvall ® TC-2 tissue sectioner (Ivan Sorvall Inc. Norwalk, Conn., U.S.A.). 
Some sections were incubated for 3 hours at 37 °C in either α-amylase 
(10 mg/ml double distilled water, British Drug Houses Ltd., Poole, 
England), or in double distilled water. Some control sections stayed for 
the same amount of time in buffer solution at 4 °C. Thereafter, the sections 
were postfixed in OsOi (18) and embedded in Epon 812. 
AUTORADIOGRAPHY 
Ultrathin sections and 1 μ sections were cut on a LKB Ultrotome using 
glass knives. The 1 μ sections were mounted on gelatin coated slides and 
stained with hematoxylin and PA-Schiff (6). The ultrathin sections were 
mounted on collodion coated slides and stained with a diluted lead citrate 
solution (20) for 2-4 min. Thereafter, the specimens were coated with 
a thin carbon layer. The photographic emulsion (Ilford L4) was applicated 
by means of a semiautomatic coating apparatus (for details see ref. 32). 
After exposure the submicroscopic autoradiographs were developed accor­
ding to the gold latensification-Elon-ascorbic acid developing procedure of 
Wisse and Tates (35). The 1 μ autoradiographs were developed with 
Kodak D19b for 5 min at 19 °C. The autoradiographs were fixed in 24 % 
sodium thiosulphate and rinsed in distilled water. The ultrathin autoradio­
graphs were floated on a water surface and copper grids were placed over 
the sections. The specimens then were picked up from the water surface 
and air dried. The submicroscopic autoradiographs were examined in 
Philips EM-200 and EM-300 electron microscopes. 
In order to verify whether the radioactivity in the tissue was restric­
ted to glycogen, visual grain counting was carried out on 1 μ sections of 
α-amylase treated and control tissue of experiment 3. It revealed that 
only 2 - 5 % of the radioactivity remains in the liver tissue after α-amylase 
digestion. These findings are in agreement with the data given by Coimbra 
and Leblond (6). From this and from the fact that α-amylase only extracts 
glycogen from animal tissues (cf. 6) it can be concluded that the radio­
activity of the tissues under investigation is almost completely restricted 
to glycogen. 
The studies of Bachmann et al. (2) and Salpeter et al. (24) seem 
to justify the use of a theoretical value of resolution in the localisation 
of radioactive materials in biological specimens. Therefore, we have 
calculated for our autoradiographs the radius of the circle within which 
50 % of the emitted electrons will hit the emulsion and will give rise to 
a silver grain. We have used this theoretical value for the localisation of 
radioactivity in our autoradiographs. The calculated radius is 1,500 Â. 
The analysis of the submicroscopic autoradiographs was then carried out 
as follows : Circles with a radius of 1,500 Â were drawn around the silver 
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grains in the micrographs. The cellular structures within these circles 
must be regarded as possible carriers of radioactivity. For all silver grains 
in the micrographs we have registered these cellular structures. The 
purpose of these analysis is to get an unbiassed picture of silver grain 
distribution over the various cellular organelles, from which conclusions 
can be drawn regarding the possible involvement of some cellular orga-
nelles in glycogen synthesis. There are, however, two instances which can 
give rise to misleading conclusions from these analyses : 
1. a great number of background grains ; 
2. the glycogen synthesis may take place randomly throughout the cell 
cytoplasm. 
In both instances the silver grain distribution will reflect the distri-
bution of cellular organelles within the cell. Therefore, we have carried 
out effective area measurements on the same micrographs as used for the 
analysis of grain distribution (Williams, 34). Transparent plates with 
about 70 randomly distributed circles (radius 1.500 A) were placed over 
the micrographs. The cellular organelles within these circles were tabu-
lated. 
GLYCOGEN DETERMINATIONS 
The liver tissue of the animals of experiments 4 and 5 were quickly 
frozen in dry ice and stored at — 65 °C. The total glycogen, the TCA-soluble 
(lyo) and residual (desmo) fractions of glycogen were isolated according 
to Remarque (19). Glycogen content was determined in aqueous solutions 
with the anthrone reagent (19). The radioactivity of the total glycogen 
and of the lyo and desmo-fractions was determined by dissolving 0.3 ml 
of the original glycogen solutions (3 ml) in 10 ml of a scintillation solution 
according to Bray (3). The absolute activity was measured in a Packard 
Tri-Carb ® liquid scintillation counter. 
RESULTS 
BIOCHEMICAL 
The biochemical estimations of liver glycogen content and the estimations 
of the incorporation of radioactivity in the total glycogen and the lyo 
and desmo-fractions are summarized in Table I. It can be concluded from 
these measurements that administration of 24 or 120 mg of glucose results 
in an increase in glycogen content, which is, however, not proportional 
to the amount of glucose given. It can be seen that the increase in glycogen 
content after a 24 mg glucose load shows more individual variations than 
after administration of 120 mg of glucose. The net increase in glycogen, 
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in both experiments, is mainly restricted to a rise in the lyo-iraction. The 
kinetics of incorporation of radioactivity is different in both experiments. 
Whereas, in the 120 mg experiment the increase in glycogen content 
between 30 and CO min is about proportional to the increase in radioacti-
vity, the increase in glycogen content in the 24 mg experiment is much 
more pronounced than the increase in radioactivity between 30 and 60 min. 
The most interesting aspect of these estimations is, however, the 
relation between the specific activities of the lyo and desmo-fractions. 
Because of the strong individual variation in glycogen content, we have 
calculated the net increase in glycogen content per animal for both 
fractions by subtracting the mean glycogen content of the fasted controls 
from the individual glycogen contents. The values thus obtained are the 
best approximation of the increase in glycogen content per fraction per 
animal given our experimental conditions. This increase can be regarded 
as the amount of newly synthesized glycogen and the specific activity 
of it is given by the ratio : d ρ m/mg newly synthesized glycogen 
(Table II). Statistical analysis (sign test) of these values reveals that the 
specific activity of the desmo-fraction is significantly higher than that of 
the lyo-fraction. This significant difference does not strongly depend on 
the mean value of the fasted controls, for comparison to two other, arbi­
trarily chosen "control" values leads to the same conclusion *. 
ELECTRONMICROSCOPIC A UTORA DIOORAPHY 
For the description of the ultrastructure of hepatocytes and the changes 
occurring after administration of glucose, we refer to a previous paper 
(Vrensen and Kuyper, 33). 
The analysis of silver grain distribution revealed that the majority 
of silver grains are localized over five different cellular components or 
combinations of cellular components. The analysis is often somewhat 
complicated by the fact that mitochondria also have to be regarded as 
sources of radioactivity. If, however, the mitochondria represent real sites 
of glycogen synthesis, we may expect a real number of silver grains 
solely associated with mitochondria. In fact, this is not borne out by our 
data. The five cellular components over which the majority of silver grains 
are localized are : 
1. rough endoplasmic reticulum and ribosomes, PI. II, fig. a (indicated 
in Table III as rER/rib) ; 
2. rough endoplasmic reticulum and ribosomes with some ß-glycogen 
particles present, PI. II, fig. Ъ (rER/rib-I-glyc) ; 
* We thank Dr. J. van 't Hof for his valuable help in the statistical analysis 
of the results. 
Q.F.J.M. Vrensen 521 
T A B L E I 
Liver glycogen content and rate of incorporation of tritiated glucose of young fasted rats before and after admi­
nistration of 24 or 120 mg carrier glucose together with 60 μ Ci H' glucose. 
Total glycogen Lyo-fraction Desmo-fraction 
Tune after _ 
ilministration glycogen content radioactivity glycogen content! radioactivity glycogen content ι idioactivity 
Fasted 
controls 








5 2.79 ;± 1.22 103.1 ± 69.3 1.03 ± 0.53 
5 3.43 ± 0.42 500.4 ± 270.2 1.20 ± 0.39 
5 6 70 ± 2.09 632 3 ± 276.9 3.17 ± 1.56 
48.5 ± 50.2 ' 2.08 ± 0.63 61.5 ± 51.8 
211.1 ± 123.0 2.08 ± 0.37 238.7 ± 129.9 























248.7 ± 63.8 
769.1 ± 216.7 
1731.7 ± 306.4 
1.10 ± 0.61 
3.84 ± 2.18 
8.47 ± 2.14 







2.21 ± 0.22 
2.36 ± 0.51 
3.25 ± 0.45 
4.67 ± 0.39 
Glycogen content expressed as mg glycogen/gram wet weight, (1), (2) standard deviation. 
* Radioactivity expressed as dpmX10 - 1 /gram wet weight, (1), (2) standard deviation. 
¡ι Number of animals. 
108.5 ± 10.4 
241.4 ± 78.7 
385.8 ± 37.8 
TABLE I I 
Specijic activities of newly synthesized lyo and desmo-glycogen fractions, 15. АО and 60 min after the administra­
tion of 24 or 120 mg carrier glucose together with 60 μ Ci Η1 glucose to fasted rats. 
3 
Ol 
S Number of individual rat 
Specific activity * Specific activity 
15 min after glucose administration 30 mm after glucose administration 
lyo desmo lyo desmo 
Specific activity 
SO nun after glucose administration 
lyo desmo 












































































The specific activity of the newly synthesized glycogen expressed as dpm X10 y m g glycogen. The amount of newly syn­
thesized glycogen is calculated by subtracting the mean value of the fasted controls from the individual values at the 
15, 30 and 60 min stages. 
*•* The difference in specific activities between the lyo and de-no-ftactions for the 24 mg and 120 mg experiment is highly 
significant (p < 0.01, sign test). This holds true using the mean values as given in Table 1(0.26 and 1.53) as well as for 
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a. 24 mg 
1. rER/rib 
2. rER/rib + glyc 
3. rER/rib + SER 
4. rER/rib+sER+glyc 
5. sER + glyc 
6. sER 
7. none 
Number of silver 
grains or items coun­
ted. 
b. 120 mg 
1. rER/rib 
2. rER/rib + glyc 
3. rER/rib + sER ' 
4. rER/rib+sER+glyc 
5. sER + glyc 
6. sER 
7. none 
Number of silver 
grains or items coun­
ted. 
TABLE III 
grains over cellular areas of liver cells, al d 
:ose together with 600 μ Ci Η' 







































** The differences between silver grain distributions 
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effective area analysis 
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3. transitional zones (6, 27 and 33) with no visible glycogen particles 
present, PI. II, ñg. с (rER/rib + sER) ; 
4. transitional zones with β and/or α-glycogen particles present, PI. II, 
fig. d and PI. Ill, fig. a, respectively (rER/rib + sER + glyc) ; 
5. smooth endoplasmic reticulum with many glycogen particles depo­
sited between the smooth cisterns, PI. Ill, fig. с and d (sER + glyc). 
Moreover, few grains are localized over smooth reticulum (sER) and 
over nuclei, fat droplets, Golgi zones, etc. (none). 
The results of the analyses of grain distribution for the experiments 1 
(24 mg carrier glucose, 600 μΟί ІГ-glucose) and 2 (120 mg, 600 μϋΐ) are 
summarized in Table III. The results of experiment 3 are consistent with 
those of experiment 2. 
The results of the effective area measurements on the micrographs 
used for the analyses of silver grain distribution are also summarized 
in Table III. The statistical comparison (chi-square) of the grain distri­
bution to the effective area measurements, reveals that there is a highly 
significant (p < 0.005) difference between both groups of registrations. 
DISCUSSION 
The interpretation of the biochemical estimations, reported here, is 
closely bound up with the question what value must be ascribed to the 
distinction between lyo (TCA-extractable, free, soluble) and desmo-
(residual, fixed, bound, insoluble) glycogen. This distinction is based upon 
extractability and non-extractability in cold water or cold TCA : lyo-
glycogen is readily extractable from homogenates with water or dilute 
TCA ; after this extraction, however, a part of the total glycogen remains 
in the residue and can only be extracted through boiling with concentrated 
alkaline solutions. This distinction on account of different solvent extrac­
tion is strongly criticized (5, 11, 21). Especially the aspect of adequate 
homogenisation of the tissue is discussed. Roe et al. (21) have shown that 
homogenizing the tissue at 45,000 r ρ m in the presence of glass beads, 
completely abolishes the distinction between both fractions. Whatever 
the factors may be that determine the difference in extractability under 
mild conditions, it is not surprising that such a drastic treatment destroys 
them (12). 
Moreover, the serious question arises whether it is significant on 
account of this arbitrary distinction, to consider the lyo and desmo-gly-
cogen fractions as two separate physiological entities. Stetten and 
Stetten (29) describe this method of analysis as "totally inadequate to 
supply a final answer to this problem". However, under a variety of expe­
rimental conditions, for instance of nutritional or endocrinological cha-
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racter (for réf. see Singh and Venkitasubramanian, 26), considerable 
changes in the ratio lyo/desmo glycogen are observed. Apparently the 
lyo-glycogen is subject to drastic quanti tat ive changes, whereas the 
desmo-glycogen is relatively invariant. This is again confirmed by our 
observations. The lyo-glycogen content is diminished from about 6 0 mg /g 
wet weight to about 0.30 mg/g by a fasting period of 24 hours, whereas 
the desmo-glycogen content decreases only from about 4.70 mg/g to about 
1.50 mg/g. In addition, the increase in total glycogen, after administration 
of glucose to fasted ra ts , is mainly brought about by an increase of the 
lyo-glycogen content and only a minor rise in the desmo-glycogen fraction 
is observed. In our opinion, all this evidence supports the view that tissue 
glycogen is metabolically inhomogeneous (12, 19). 
The abrupt quanti tat ive changes in the lyo-glycogen fraction does 
not simply mean tha t this fraction is metabolically the most active. 
The tracer experiments of Stetten, Katzen and Stet ten (30), Brodskaya (4) 
and Singh and Venkitasubramanian (26) on liver tissue and the short 
term experiments of Kits van Heyningen (12) on r a t diaphragms, revealed 
tha t the specific activity of the desmo-glycogen exceeds that of the lyo-
glycogen. These observations are considered to be indicative of a higher 
metabolic activity of the desmo-fraction compared to that of the lyo-
fraction. On account of other observations the same conclusion was reached 
(cf. Remarque, 19). Our estimations of the specific activity of the newly 
synthesized glycogen, formed after administrat ion of glucose to fasted 
ra ts , also confirms this conception. The specific activity of the newly 
formed desmo-glycogen exceeds significantly t ha t of the newly formed 
lyo-glycogen. This observation can only be understood if we assume tha t 
the desmo-glycogen incorporates the administered glucose earlier and/or 
quicker than the lyo-glycogen. Moreover, it is likely tha t the newly synthe-
sized desmo-glycogen is converted to lyo-glycogen in these early s tages 
of glycogen repletion. If this were not so, we would have to suppose tha t 
both fractions are synthesized independently. In tha t case, however, as 
the rat io labeled glucose molecules unlabeled glucose molecules is the 
same for both fractions, identical specific activities have to be expected. 
This is in contradistinction to the observations. The view that desmo-
glycogen is converted to lyo-glycogen was postulated earlier by Remarque 
(19) and Kits van Heyningen (12). 
However, the tracer experiments of Figueroa and Pfeiffer (9) and Lou-
rau and Meyer (16) are not compatible with this view. The first au thors 
observed a higher specific activity of the lyo-glycogen after incubation of 
liver slices in a medium tha t contained labeled glucose. From these expe-
riments they conclude tha t the lyo-glycogen fraction is metabolically the 
most active. Lourau and Meyer (16), using fasted ra ts , which were first 
nourished with two solutions of inactive glucose (500 mg each, one hour 
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interval) before they received labeled glucose, found an even distribution 
of label among both fractions, up till 24 hours after the third glucose 
load. They consider the lyo- and desmo-glycogen as two distinct and inde-
pendent fractions. The in vitro character of the experiments of Figueroa 
and Pfeiffer (9) can be given as an explanation for the discrepancy 
between their results and those of Stetten, Katzen and Stetten (30) and 
Singh and Venkitasubramanian (26). Another explanation for this diffe-
rence can possibly be found in the varying glycogen content at the moment 
of administration of radioactive glucose. In the experiments of Singh and 
Venkitasubramanian (26) as well as in our experiments liver glycogen 
content was very low, as the result of a previous fasting period. Lourau 
and Meyer (16), used also fasted rats but previous administration of 
unlabeled glucose to these rats resulted in a relatively high glycogen 
content (about 30 mg/g wet weight) at the moment of administration of 
radioactive glucose. Figueroa and Pfeiffer (9) made use of liver slices 
with high glycogen content as well as of liver slices, which by previous 
incubation in a glucose-free medium had a low glycogen content. They 
made the curious observation that "previous incubation of the slices in 
Krebs medium increases the incorporation of glucose-C14 into residual 
glycogen, but its incorporation into extractable glycogen is almost 
abolished". 
As we have already pointed out in the introduction to this paper, the 
experiments described here were performed to gather new arguments in 
favour of the view that ribosomes play an important role in the initiation 
of new glycogen particles. This hypothesis first postulated by Stadhou-
ders (27) on account of his observations on prenatal glycogen synthesis 
is recently supported by the observations of Laschi and Rizzoli (15), 
Stephens and Bils (28) and Vrensen and Kuyper (33). The early stages 
of glycogen deposition are characterized by a remarkable association of 
glycogen particles with ribosomes and elements of the granular reticulum 
(27, 33). The newly formed glycogen particles not only show strong 
affinity to lead but are also stainable with uranyl. This is taken to 
indicate that ribosomal material is present in or on these newly formed 
glycogen deposits (27, 33). The ribosomes are thought to be involved in 
the synthesis of enzymes of glycogen metabolism. Thereafter the growing 
glycogen molecules would enclose the ribosomes : thus ribosomes function 
as starting points for the growing glycogen particles. During this process 
the ribosomes become detached from the granular membranes. This 
detachment results in the appearance of transitional zones (6, 33) between 
granular and agranular reticulum and finally in the deposition of glycogen 
particles between smooth vesicles in later stages of glycogen repletion. 
On account of the highly significant difference between silver grain 
distribution and effective area measurements (Table III) and on account 
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of the glycogen bound character of radioactivity (see α-amylase experi­
ment under autoradiographic methods), it seems justified to consider the 
silver grain distribution as a specific reflection of glucose incorporation 
into glycogen in the liver parenchymal cells. The early stages of glycogen 
repletion (15 min, 24 mg and 120 mg in Table III) are marked by a 
prominent localisation of silver grains over elements of the rough reti­
culum and ribosomes (item 1) sometimes closely bound up with glycogen 
particles (item 2) or smooth profiles (item 3). In the 24 mg experiment 
the association of silver grains with "visible" glycogen is remarkable 
less than in the 120 mg experiment. Thirty and sixty minutes after glucose 
administration the silver grains are mainly associated with glycogen 
particles which are deposited in transitional zones (item 4) or between 
smooth profiles (item 5). But even in these stages a remarkable number 
of silver grains are localized over rough reticulum/ribosomes and over 
transitional zones with no glycogen particles present. Especially in the 
120 mg experiment the shift in silver grain distribution from rough 
reticulum/ribosomes to transitional zones and smooth profiles is very 
remarkable. The similarity of the silver grain distribution at the 30 and 
60 min stage of the 24 mg experiment can possibly be explained by the 
strong individual variations in glycogen increase in this experiment 
(Table I). Furthermore it is remarkable that only a small percentage of 
silver grains are localized over smooth cisterns sec. (item 6). The close 
relationship between radioactivity and ribosomes in the early stages of 
glycogen repletion is intrigueing, because most of the ribosomes are not 
associated with "visible" glycogen, whereas we know that the radio­
activity is glycogen bound. So, we have to presume that a notable amount 
of glycogen is present in the form of low molecular weight "polyglucose" 
molecules. These "polyglucose" molecules are most likely bound to 
ribosomes for if they were freely present in the cytoplasm they probably 
would be washed out during the process of fixation and embedding. This 
is a further argument in support of the view that newly formed glycogen 
has a ribosome-bound character (27, 33). The shift in the distribution of 
silver grains from elements of the granular reticulum to glycogen particles 
localized between elements of the smooth reticulum can be regarded as 
the result of the outgrow of this "invisible" glycogen to β and α-glycogen 
particles, accompanied by a transition of rough cisterns to smooth cisterns. 
Coimbra and Leblond (6), using a nearly identical experimental 
design, observed a large number of silver grains over sER/glycogen areas 
at the 60 min stage and a correlation between silver grains and transi­
tional zones at the 15 and 60 min stages. It appeared, however, that only 
a minor part of the radioactivity (15 %) at the 15 min stage was corre­
lated with areas where no glycogen was present. Moreover, the silver 
grains of this small fraction, "which must be produced by "invisible" 
labeled glycogen, are invariably close to a smooth vesicle or to the smooth-
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walled portion of a mixed vesicle" From these findings they conclude 
that " i t remains possible that smooth membranes play some role in 
glycogen synthes i s " These opposite findings are possibly the results of 
differences in the electronmicroscopic and or autoradiographic procedures 
employed Coimbra and Leblond (6) made use of OsOi-fixed tissue for the 
electronmicroscopic autoradiographic observations, whereas we used a 
double fixation with glutaraldehyde and OsO, Stadhouders (27) has 
pointed out t h a t 97 % of the glycogen is recovered after glutaraldehyde 
fixation After OsO t fixation a lower recovery is observed, but this obser­
vation is to some extent unreliable for OsO ι interferes with the colour 
development of the anthrone reagent, used for the measurement of 
glycogen content The most striking difference in the autoradiographic 
method is the type of analysis of silver grain distribution used Whereas 
we used an unbiassed procedure including any cellular s t ructure which 
can possibly be carrier of radioactivity, Coimbra and Leblond (6) deter­
mined for every silver grain the distance between the grain and the 
nearest smooth vesicle and glycogen particle, thus excluding other possible 
carriers of radioactivity 
The submicroscopic autoradiographic observations of De Man and 
Blok (7) revealed a close association between the silver grains and 
glycogen particles 60 min after administration of labeled glucose The 
glycogen particles are in close connection with smooth vesicles This 
observation is in agreement with our observations at this s tage of glycogen 
repletion 
In consequence of the combined character of this investigation the 
question arises to what extent these different approaches to the same 
problem can be integrated The most important question is what mor­
phological substrate can be ascribed to the biochemically distinguished 
glycogen fractions After a previous fasting period as well as shortly 
after glucose administrat ion the majority of glycogen is in the desmo-
fraction At the same stages a great number of glycogen particles is 
closely connected with ribosomes and elements of the rough reticulum (33) 
Moreover, a large amount of " invis ible" glycogen is connected with the 
same cellular components In the later stages of glycogen repletion, lyo-
glycogen forms the chief fraction of total glycogen and the total radio­
activity is mainly bound to this fraction Concurrently we observe a 
preferent localisation of silver grains over α-glycogen particles in between 
smooth profiles In virtue of these observations, it appears at t ract ive to 
postulate t h a t the biochemically defined desmo and lyo-fractions find their 
morphological counterparts in the nbosome-enzyme-associated glycogen 
and the α-glycogen particles respectively If this conception holds true, 
a satisfactory explanation can be given for the observations t h a t glyco­
gen is protein bound and also for the supposition of Sie et al (25) t h a t 
" t h e liver cytoplasmic glycogen particle is a complex metabolic unit 
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by smooth and rough endoplasmic reticulum and with and without glycogen 
particles lying between the profiles. The relative number of silver grains over 
these transitional zones depends on the time after glucose administration and 
on the amount of glucose given 
These biochemical and autoradiographic results, strongly support the 
hypothesis that ribosomes play an important role in the initiation of new 
glycogen particles Furthermore, it is suggested that the biochemically defined 
desmo and lyo-glycogen find their morphological counterparts in ribosome-
aasociated glycogen and α-glycogen particles respectively 
RÉSUMÉ 
La repletion en glycogène qui se manifeste rapidement dans le foie de rats à 
jeun après l'administration de glucose, a été étudiée biochimiquement et par 
l'autoradiographie submicroscopique 
Les analyses biochimiques montrent une augmentation nette de glycogène 
due principalement au lyo-glycogène Les experiences révèlent que, jusqu'à 
60 min après l'administration de glucose-H\ l'activité spécifique du desmo-glyco-
gène, qui vient d'être formé, est plus grande que celle du lyo-glycogène et diffère 
d'une manière significative. Sur les autoradiographies, la localisation des grains 
d'argent dans les cellules hépatiques est variable et dépend de la durée des 
expériences Quinze et trente minutes après l'administration du glucose, un grand 
nombre de grains d'argent se trouve au-dessus des ribosomes et des profils 
du reticulum endoplasmique granulaire, sans que des particules de glycogène 
soient « visibles » dans la proximité immédiate de ces éléments Après 60 min, 
il est frappant de constater que les grains d'argent sont localisés de préférence 
au-dessus des particules de glycogène, celles-ci étant étroitement liées au 
reticulum endoplasmique lisse De plus, dans tous les stades de la repletion, 
des grains d'argent sont observés dans des zones dites de transition Ces zones 
sont constituées de reticulum endoplasmique granulaire et lisse avec ou sans 
particules de glycogène dispersées entre les profils Le nombre relatif de grains 
d'argent dans ces zones de transition dépend du temps écoulé depuis l'adminis-
tration et de la quantité de glucose injectée 
Les résultats des analyses biochimiques et au torad iograph ies sont en 
faveur de l'hypothèse selon laquelle les ribosomes jouent un rôle important 
dans la formation de nouvelles particules de gycogène De plus, il est suggéré 
que le glycogène associé aux ribosomes et les particules α de glycogène sont 
respectivement les représentants morphologiques du desmo et du lyo-glycogène 
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Fig. a. — Silver grains are very often localized over ribosomes and elements 
of the granular reticulum with no "visible" glycogen present ; X 45,000. 
Fig. b. — Silver grain closely related to ribosomes and granular reticulum with 
glycogen particles in the near vicinity (arrows) ; X 35,000. 
Fig. c. — The centre of this micrograph illustrates a transitional zone between 
rough and smooth endoplasmic reticulum, with no "visible" glycogen present. 
Silver grains are often localized over these cellular structures ; X 45,000. 
Fig. d. — The same as for fig c, except that some glycogen particles are 
present (arrows) ; X 45,000. 
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Fig. п. — This figure illustrates a more complex transitional zone with rough 
and smooth elements of the reticulum between which ribosomes, and α-glycogen 
particles are present. Silver grains are often localized over these areas ; X 35,000. 
Fig. b. — Part of a hepatocyte with two silver grains lying over transitional 
zones (upper and lower grain) and one over glycogen, deposited between 
smooth profiles ; X 34,000. 
Figs, с and d. — These figures illustrate th? close association of silver grains 
with α-glycogen particles deposited between smooth endoplasmic reticulum ; 
X 45,000 and 35,000 respectively. 
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THE INFLUENCE OF CYCLOHEXIMIDE 
ON THE DEPOSITION AND LOCALIZATION 
OF GLYCOGEN IN THE LIVER OF FASTED RATS 
G.F.J.M. VRENSEN 
Department ¡or Electron Microscopy, University of Nijmegen 
INTRODUCTION 
Previous experiments have shown that the administration of glucose to 
fasted ra ts results in a rapid repletion of glycogen in the liver. The 
morphological and autoradiographic observations indicated that , under 
these circumstances, the rough endoplasmic reticulum and the ribosomes 
are involved in the early stages of glycogen repletion (42, 43). From 
these data we have postulated that ribosomes play an important role in 
the formation of new glycogen particles, probably by de novo synthesis 
of the enzymes involved in glycogen synthesis. 
In the process of protein synthesis the translation of messenger RNA 
into proteins is crucial. This implies tha t if our hypothesis, t ha t de novo 
synthesis of enzymes is necessary for glycogen synthesis, holds true, the 
formation of glycogen particles is largely dependent on correct functioning 
of the translation mechanism. The inhibition of protein synthesis by the 
antibiotic cycloheximide is well established. Recent investigations in this 
field have shown tha t it inhibits the elongation of the growing peptide 
chain either by inhibiting the peptide bond formation or by inhibiting the 
translocation of the ribosomes (19, 7, 20, 23). 
Present address : Department for Electron Microscopy, University of Nijmegen, 
Geert Grooteplein Zuid 24, Nijmegen, The Netherlands. 
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In this paper we describe the morphological and biochemical effects 
of cycloheximide administration on glucose-induced glycogen synthesis. 
The results of these experiments strongly support the hypothesis, that 
ribosomes play an important role in the formation of new glycogen 
particles. 
MATERIAL AND METHODS 
The experiments were carried out on young male rats (Wistar albino 
strain, weight about 100 g). To avoid at best the influence of diurnal 
rhythm on liver glycogen content the experiments were always started at 
8 -9 a.m. (22). After a preceding fasting period of 24 hours the animals 
received 1.2 ml of a 10 % glucose solution by stomach tube (D[ + ] glucose, 
E. Merck, Darmstadt, Germany). In the first series of experiments, the 
cycloheximide (1 mg/animal ; Actidion, Serva, Heidelberg, Germany) was 
injected intravenously 2 or 1 hr prior to glucose administration or simul-
taneously with glucose. The animals were killed 1 hour after glucose 
administration. In a second experiment the cycloheximide was injected 
simultaneously with glucose or 10, 20 and 30 min after glucose adminis-
tration. The animals were killed 2 hours after the glucose administration. 
In each experiment a number of fasted and glucose control animals were 
included. 
ELECTRONIC ICROSCOPY 
Two to three animals from each experimental group were treated for 
electronmicroscopy. After decapitation and opening the abdomen a part 
of the median liver lobe was immediately immersed in a drop of 6.25 % 
glutaraldehyde solution, pH 7.4 (29), and cut into small pieces. After 
fixation for 1 '/J hour in this solution, the tissue was rinsed in 0.1 M 
cacodylate buffer, pH 7.4, for 1 hour and postfixed in 1 % Os04 according 
to Millonig (24). The tissue was dehydrated in a graded series of ethyl 
alcohol and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were cut on a LKB 
Ultrotome, with glass knives, collected on collodion-carbon coated grids 
and contrasted with lead citrate according to Reynolds (27). The sections 
were examined in a Philips EM 300 electron microscope. 
It appeared necessary to obtain more quantitative information on 
the localization of glycogen particles within the hepatocytes of the livers 
of the second experiment. The topological correlation of glycogen particles 
with other hepatocellular structures was carried out as follows. Of every 
animal, sections were cut from 4 randomly chosen blocks of tissue. From 
these sections 4 - 5 parts of different hepatocytes, with a large amount of 
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glycogen, were photographed at moderate magnification (3,000 X). Over 
the micrographs thus obtained, a transparent plate with about 70 ran-
domly distributed circles (radius 2.5 mm, equivalent with 1 400 Â at an 
electronmicroscopic magnification of 3 000 X and an enlargement of 6 X) 
was placed. For the glycogen particles falling within the random circles, 
the neighbouring cellular components, also falling within the circle, were 
tabulated. 
GLYCOGEN DETERMINATIONS 
Aliquote of liver tissue of the animals from the first and second series 
of experiments were quickly frozen in dry ice and stored at — 65 °C. 
The total glycogen was isolated by hot alkali extraction as described by 
Good et al. (10). The glycogen content was determined in aqueous 
solutions with the anthrone reagent. The prescriptions of Remarque (26) 




The results of the experiments concerning the effect of cycloheximide on 
the glucose-induced glycogen synthesis are summarized in the Figures 1 
and 2. Glucose administration to fasted rats results in a 4 - 5 fold 
increase in glycogen content. No influence of cycloheximide on the fasted 
glycogen level is observed. A complete inhibition of glycogen synthesis 
is observed when the cycloheximide is injected 1 or 2 hours prior to the 
glucose load. When administered simultaneously with glucose we some-
times observe a small increase in glycogen content (Figure 1) and some-
times no increase is found at all (Figure 2). Administration of cyclo-
heximide 10 or 20 min after the glucose load results in a partial inhibition 
of the induced glycogen synthesis. When injected 30 min after the glucose, 
however, no significant effect of cycloheximide on glycogen synthesis 
is found. 
ELECTRON MICROSCOPICAL 
The glycogen content of the liver tisstie, after a glucose load adminis-
tered with or without cycloheximide, is correlated rather strictly with 
the number of glycogen particles found within the hepatocytes. Other 
ultrastructural alterations are minimal and vary even from one cell to 
the other. Some rare observations point to a partial disorganization of 
G.F.J.M. Vrensen 751 
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FlGURE 1. Effect on glucose-
mduced glycogen synthesis of 
cycloheximide, administered 
prior to or simultaneously with 
the glucose load. 
Rats, fasted for 24 hours, re­
ceived a glucose load of 
120 mg. At the times indicated 
1 mg of cycloheximide was in­
jected intravenously. The ani­
mals were sacrificed 1 hour 
after the glucose load. Several 
controls are included. The num­
ber of animals is indicated (n). 
The standard deviation is indi­
cated on the top of each bar. 
The asterisks denote statisti­
cally significant alterations as glucose 
compared with the values of cycloheximide 
fasted control rats (p < o.Ol, time(h) 
t-test). (n) 







FIGURE 2. Effect on glucose-
induced glycogen synthesis of 
cycloheximide, injected after 
the glucose load. 
Rats, fasted for 24 hours, re­
ceived a glucose load of 
120 mg. At the times indicated 
1 mg of cycloheximide was in­
jected intravenously. Several 
controls are included. All ani­
mals were sacrificed 2 hours 
after the glucose load. Each 
bar represents the mean of five 
determinations. The standard 
deviation is indicated on the 
top of each bar. 







time (min) MO • 2 0 •30 
* Statistically significant alterations as compared with fasted controls 
(p <o.01, t-test). 
** Statistically significant alterations as compared with the glucose controls 
(p <o.01, t-test). 
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the rough endoplasmic reticulum (TER) . It is possible that quantitative 
morphological analyses of the liver tissues under investigation might bring 
to light some significant ultrastructural alterations in these early stages 
of cycloheximide intoxication. 
More relevant with respect to the problem of glycogen synthesis 
are the differences of cellular localization of the glycogen particles in the 
livers with normal and with inhibited glycogen repletion. As we have 
described previously (43, 42), a change in the localization of glycogen 
particles within the hepatocytes is observed during the process of glyco-
gen repletion. In the hepatocytes of fasted animals the glycogen particles 
are localized between vesicles of the smooth endoplasmic reticulum (sER). 
In the early stages of repletion (15 and 30 min after the glucose load) 
a remarkable association of the glycogen particles with ribosomes, rough 
cisterns and transitional cisterns is observed. Sixty minutes after the 
glucose load the majority of the newly formed glycogen particles is 
localized between smooth cisterns. These smooth cisterns originate from 
rough cisterns which have lost their ribosomes (42, 43). Similar conclusions 
were reached for the present investigation. To quantitate these observa-
tions we have used the procedure as described under electron microsco-
pical methods. In this way we have determined the relation with other 
cellular structures of 120 - 500 randomly chosen glycogen particles of 
each group of animals of experiment 2. It appeared that nearly all glyco-
gen particles were related to rough endoplasmic reticulum and ribosomes 
(r.EÄ/rib), rER/тіЪ and sER, sER and rib, and sER. The percentage of 
glycogen particles related to either of these structures, at the different 
stages of normal and cycloheximide inhibited glycogen repletion, is given 
in Table I. No significant differences in the cellular localization of glycogen 
particles are observed between the fasted control animals and the glucose 
control animals. There are, however, remarkable differences between the 
number and size of glycogen particles of these groups of animals as is 
illustrated in Plate I, figs, a and b. The hepatocytes of the animals which 
received cycloheximide simultaneously with glucose are comparable with 
the fasted animals not only with respect to the cellular localization of the 
glycogen particles but also with respect to their number and size. The 
injection of cycloheximide 30 min after the glucose load has no effect on 
the cellular localization or on the number and size of glycogen particles 
as compared to the glucose control animals. As already mentioned, injec­
tion of cycloheximide 10 and 20 min after the glucose load results in a 
decreased glycogen synthesis. It appears that in these cases the cellular 
localization of glycogen particles is significantly different as compared 
particles with rough cisterns and ribosomes and with transitional zones 
with rough cisterns and ribosomes and with transitional zone 
(rER/гіЪ + sER) is observed. This is illustrated in Plate II, figs, a and b. 
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TABLE I. The localization of glycogen particles within hepatocytes after 
cycloheximide administration. 
The animals were fasted for 24 hours. At t = 0 120 mg of glucose was 
administered by stomach tube, it 1 = 0, t = -(- 10 mm, t = -\- 20 min 
and t = -\- І0 mm 1 mg of < ydoheximide was injected intravenously. The 
animals were killed 2 hours after the glucose load. Fasted and glucose 
control animals are included. 
items 
rER/rib 
rER/rib + sER 




1 8 % 
17.5 % 
9 . 6 % 
71.1 % 
cycloheximide administration at 






+ 10 min 
12.7 % 
















+ 30 min 
2 . 0 % 
13.6% 




5 . 4 % 
1 6 . 8 % 
10.7 % 
67.1 % 
• the difference is statistically significant as compared with the fasted 
controls (chi-square, calculated from the actual countings) 
** ibid as compared with the glucose controls 
*** ibid as compared with t = 0. 
*** ibid as compared with t = + 30mm. 
DISCUSSION 
The observation, that glucose-induced glycogen synthesis in the liver of 
fasted ra t s is prevented by previous administration of cycloheximide, is in 
accordance with data given in l i terature concerning the effect of inhibitors 
of protein synthesis on the glycogen content and glycogen synthesis of 
liver (cf. Table II and Table III) There are two possibilities through which 
this inhibition of glycogen synthesis can be explained · 
1 — the antibiotic interferes with the activity of the pre-existing, rate 
limiting enzymes of glycogenesis or glycogenolysis (glycogen synthe-





diabetic, alloxan diabetic 




TABLE I I 
Survey of literature concerning the effect of inhibition of protein synthesis on the glycogen content of liver tissue 
and the activity of the key enzymes of glycogen metabolism in vivo. 
species 





r a t 
r a t 
frog 
frog 
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Bitman et al. (1) 
Sie and Hablanian (31) 
Sie et al. (32) 
Hofert et al. (17) 
Hofert and 
Boutwell (16) 
Garren et al. (8) 
Calce and Oliver (3) 
Blatt et al. (2) 
Kim and Blatt (18) 
СЛ 
* : + or — indicate increase or decrease in glycogen content or activity of enzymes as compared to untreated controls 
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Sie et al. (32) 
Tarnowski et al. (38) 





Weber et al. (44) 






















* : + or — indicate increase or decrease of stimulated rise in glycogen content or activity enzymes. 
** : the effect on glycogen synthetase is observed in the presence and absence of glucose 6-phosphate in the test medium. 
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rats The results of experiment 2 support the view that the inhibition of 
glycogen synthesis by cycloheximide is at the translation level As we 
described previously (43) the rise in glycogen content after glucose admi-
nistration is gradual, with a slight increase in the first 15 min and a more 
pronounced increase between 15 and 30 and between 30 and 60 min When 
cycloheximide inhibits glycogen synthesis at the level of enzyme activity 
one would expect a lower glycogen content, as compared to the glucose 
control animals, for the animals which received the cycloheximide 10 or 
20 mm after the glucose load as well as for the animals which received 
the antibiotic at 30 mm However, administration of cycloheximide at 
30 min post-glucose does not longer influence glycogen repletion A similar 
observation is described by Cecil and Bitman (4) for the estradiol stimu-
lated synthesis of glycogen in the uterus of ovanectomized rats 
All this evidence supports the view that at least in the case of stimu-
lated glycogen synthesis the synthesis of new enzymes may be a necessary 
prerequisite for the normal progress of glycogen repletion This view 
was first postulated by Steiner and his coworkers (34 35, 36, 37) for 
insulin stimulated glycogen synthesis in diabetic rats Moreover, it implies 
that enzyme synthesis must be considered as one of the regulatory 
mechanisms of glycogen metabolism 
The ultrastructural observation that, apart from the altered number 
of glycogen particles, no evident ultrastructural alterations are observed 
within the hepatocytes up till 3 hours after cycloheximide administration 
is in agreement with the observations reported by Verbin et al (41) 
and Harris et al (13) The indications of a partial disorganization of 
the rough endoplasmic reticulum at longer times after the administration 
of the antibiotic are in accordance with most other investigations concer-
ning the effect of inhibition of protein synthesis on cellular ultrastructure 
(6, 12, 13, 14, 15, 21, 25, 28, 41, 45, 46, 47) The alterations become more 
striking with increasing intoxication periods Previous observations (42, 43) 
have shown that the increase in glycogen content is attended by a shift 
in the cellular localization of the newly formed glycogen particles Early 
stages, up till 30 min, are marked by a prominent association of glycogen 
particles with ribosomes, rough cisterns and transitional zones In later 
stages most of the glycogen particles are localized between smooth 
vesicles The present findings of a significant difference in the hepatocellu-
lar localization of glycogen particles between the animals which received 
cycloheximide 10 and 20 min after the glucose load and the glucose control 
animals, have to be seen in the light of these earlier observations The 
preferent association of glycogen particles with ribosomes, rough cisterns 
and transitional zones, in the hepatocytes of the animals which received 
the antibiotic 10 and 20 min post-glucose, is remarkable It may be that 
glycogen synthesis has started, within the first 20 mm after the glucose 
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RÉSUMÉ 
Les effets de cyclohexnmde un inhibiteur de la synthèse de protéines, sur la 
formation de glycogene produite par 1 administration de glucose ont été étudiés 
biochimiquement et au microscope électronique 
L'augmentation du contenu en glycogene, qui se manifeste normalement 
après I administration de glucose est complètement inhibée quand le cyclo-
heximide est administre avant le glucose Quand l'antibiotique est injecté en 
même temps que le glucose l'inhibition de la synthèse de glycogene peut être 
totale ou seulement partielle Une inhibition partielle est observée également 
quand le cycloheximide est administre 10 ou 20 minutes après le glucose Aucun 
effet n'est enregistre quand l'administration se fait 30 minutes après le glucose 
La localisation des particules de glycogene dans les cellules hépatiques aux 
stades 10 et 20 minutes diffère d une maniere significative de celle qu'on 
observe au stade 30 minutes ou de celle qui est presente chez les animaux de 
controle qui η ont reçu que du glucose ou sont a jeun Aux stades 10 et 
20 minutes les particules de glycogene se localisent de préférence entre les 
cisternes de reticulum endoplasmique granulaire, les ribosomes et les zones 
dites de transition 
Les résultats biochimiques soulignent l'idee que la synthese d'enzymes est 
une condition nécessaire pour la repletion en glycogene après une période de 
jeûne Les observations ultrastructurales sont en faveur de 1 hypothèse selon 
laquelle les ribosomes jouent un role important dans la formation de nouvelles 
particules de glycogene 
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All micrographs are taken from liver tissue of animals from experiment 2. 
The sections were stained with lead citrate (27). 
The micrographs illustrate the typical distribution of glycogen particles within 
the hepatocytes of fasted and glucose control animals (PI. I, figs, α and b 
respectively) and of animals which received cycloheximide at 10 and 20 min 
after the glucose load (PI. II, figs, a and b respectively). A quantitative analysis 
of the distribution of the glycogen particles at different stages after cyclo­
heximide intoxication is given in Table I. 
Plate I 
Fig. a. — The relatively small glycogen particles (gl) are mainly associated 
with smooth cisterns which are localized at the periphery of the hepatocytes ; 
X 21 500. 
Fig. b. — The relatively large glycogen particles are scattered throughout the 
whole cytoplasm and are mainly associated with smooth cisterns ; χ 21,500. 
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Fig. a. — Part of the glycogen particles are localized between smooth cisterns 
(gl). The association of a great number of glycogen particles with ribosomes 
and rough and transitional cisterns is obvious (arrows) ; χ 21,500. 
Fig. b. — The same as for fig. a, except that the localisation of glycogen 
particles between smooth cisterns is more pronounced ; χ 21,500. 
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dium opvallend In alle stadia der glycogeenrepletie vinden we een op-
merkelijke relatie tussen 0-glycogeenpartikels nbosomen en membranen 
van het ruw endoplasmatisch reticulum 
De principíele onzekerheid omtrent het nieuwgevormde karakter 
van de glycogeenpartikels, zoals bestudeerd in Hoofdstuk 2, leidde tot 
het submicroscopisch autoradiografisch onderzoek van Hoofdstuk 3 Uit 
dit onderzoek komt naar voren, dat in de vroegste stadia der repletie een 
opvallend groot aantal zilverkorrels, veroorzaakt door gemerkt glyco-
geen, gelocahseerd zijn boven rER en nbosomen zonder dat er "zicht-
bare" glycogeenpartikels aanwezig zijn In de latere stadia zien we een 
significante verschuiving van de locahsatie der zilverkorrels naar ge-
mengde cisternen met glycogeenpartikels en naar glycogeenpartikels, ge-
legen tussen gladde vesikels Uit de bepalingen van de specifieke activitei-
ten van de biochemisch onderscheiden glycogeenfracties blijkt, dat het 
desmo-glycogeen een significant hogere specifieke activiteit heeft dan 
het lyo-glycogeen 
De resultaten van de hierboven samengevatte experimenten wezen 
ons inziens op een nauwe betrokkenheid van nbosomen bij de initiatie 
van glycogeenpartikels De gedachte, dat hierbij de synthese van nieuwe 
enzymmoleculen aan de nbosomen een rol speelt, drong zich op. Daar-
om werd de invloed van een specifieke remming der eiwitsynthese door 
cycloheximide op de glycogeenrepletie onderzocht (Hoofdstuk 4). Uit 
dit onderzoek komt naar voren, dat toediening van cycloheximide 1 uur 
vóór of gelijktijdig met glucose resulteert in een vrijwel volledige rem-
ming der glycogeensynthese Toediening van het cycloheximide 10 of 20 
min na glucose heeft een gedeeltelijke remming der glycogeenrepletie tot 
gevolg, terwijl toedienmg 30 min na glucose geen effect meer heeft Uit 
de bestudering van de cellulaire locahsatie van de glycogeenpartikels 
onder deze omstandigheden blijkt dat de gedeeltelijke remming der 
glycogeenrepletie samengaat met een preferente locahsatie der toch nog 
gevormde glycogeenpartikels tussen nbosomen, rER en gemengde cis-
ternen 
De experimenten in dit proefschrift beschreven, vormen een sterke 
ondersteuning van de hypothese, dat bij de vorming van nieuwe glyco-
geenpartikels m de lever de nbosomen een belangrijke rol spelen waar-
schijnlijk via de synthese van specifieke, bij de synthese van glycogeen 
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betrokken, enzymen. De mogelijkheid dat het desmo-glycogeen het bio-
chemisch equivalent is van het ribosoom-geassocieerde glycogeen hebben 
we aan de orde gesteld. 
In een Appendix hebben we enkele theoretische en technische as-
pecten der submicroscopische autoradiografie samengevat. Uit de experi-
mentele benadering van het probleem der efficiëntie zijn enkele nieuwe 
aspecten hiervan naar voren gekomen. Het blijkt dat de Ilford L4 emul-
sie ongeveer tweemaal zo efficiënt tritiumstraling detecteert als de 
Gevaert-Agfa Scientia Nuc3.07 emulsie. Een belangrijke factor bij de 
quantitatieve autoradiografische metingen is een exacte kennis van de 
dikte der gebruikte weefselcoupes. Zelfabsorptie speelt een belangrijke 
rol bij de detectie van tritiumstraling, zelfs bij het gebruik van ultra-
dunne weefselcoupes (400-1000 Â). Een kritische beschouwing en gede-
tailleerde beschrijving van een submicroscopisch autoradiografische me-




Glycogen and therefore its synthesis and breal-dowti have a mo4 
prominent function in the homeostasis of blood glucose lhe first chap­
ter of this thesis summarizes recent knowledge concerning the regulation 
of the synthesis and breakdown of glycogen in liver It appears that this 
regulation is mainly .. fleeted bv changes in the catalytic activity of ti 
key-enzymes ot glycogen metabolism viz glycogen synthetase and «-glu 
can Phosphorylase It is well established now that the state of activ tv oi 
these enzymes is controlled by three mechanisms 
1 modulation of the activity of pre-existing enzymes (among O'IKIS 
by allosteric transition) 
2. interconversion of the active and inactive forms of the kev ", 
zymes 
3. de novo synthesis and breakdown of enzyme molecules 
A study of the ultrastructural aspects of the synthesis ol glycogen 
in the hepatocytes of rats forms the main subject of the exjxr mental 
part of this thesis Starvation of rats for 24 hours causes ,.' ' alme t 
complete depletion of glycogen in the liver (Chapter 2-1) A^m n ,s a-
tion of glucose to these animals produces a rapid repletion υ' <«ί »л <.en 
(Chapter 2-2) A thorough electron microscopic examiiutio ol this 
process of depletion and repletion of glycogen in the hver was carried 
out The number of glycogen particles m the hepatocytes of rats fasted 
for 24 hours is extremely small Changes m the ultrastructure of other 
cellular components are rarely observed Changes, partly oí autolytic 
origin, do occur in the hepatocytes of animals that were starved for 48 
hours or longer The early stages of glycogen repletion are charaolciized 
by the presence of solitary α-glycogen particles localized between nbo-
somes and elements of the rough endoplasmic reticulum Thirty and 
sixty minutes after the glucose load small groups of glycogen panicles 
are observed between "mixed" cisterns (partly granular, partly agran­
ular) Relatively large accumulations of glycogen particles localized be­
tween smooth vesicles -characteristic for normally fed animals- become 
striking after 60 min In all stages of glycogen repletion a remarkable 
association of ^-glycogen particles with nbosomes and granular mem­
branes is frequently observed 
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Although the newly formed character of the glycogen particles 
studied in Chapter 2 seems quite obvious, absolute certitude cannot be 
obtained by simple morphological observations This fact led to the 
submicroscopic autoradiographic investigation of the process of glyco-
gen repletion described in Chapter 3 Most remarkable in the early stages 
of glycogen repletion is the localisation of quite a number of silver 
grains-derived from labelled glycogen-over elements of the rough endo-
plasmic reticulum and nbosomes, without "visible" glycogen particles in 
the near vicinity In later stages a significant shift in the localization of 
silver grains to glycogen particles lying between "mixed" cisterns and to 
glycogen particles between smooth vesicles is obvious The specific activ-
ities of the biochemically distinguished glycogen fractions were deter-
mined These measurements indicate that the newly formed desmo-gly 
cogen has a higher specific activity than the lyo glycogen 
The results of the experiments summarized above point to an in-
volvement of nbosomes in the process of initiation of glycogen particles 
It is likely that synthesis of new enzymes on the nbosomes plays an 
important role in this process Therefore, the effect of specific inhibition 
of protein synthesis by cyclohexirrude on glycogen synthesis was tested 
(Chapter 4) Administration of the antibiotic pnor to or simultaneous 
with the glucose results in an almost complete inhibition of glycogen 
repletion Administration of cycloheximide 10 or 20 min "post-glucose" 
causes a partial inhibition of glycogen synthesis, whereas administration 
30 min after the glucose load has no effect on glycogen repletion The 
electron microscopic examination of the cellular localization of the 
glycogen repletion under these circumstances reveals that the partial 
inhibition of glycogen repletion is accompanied by a preferent locali-
zation of glycogen particles between nbosomes, rough and "mixed" 
cisterns 
The experiments described in this thesis strongly support the hypo-
thesis that nbosomes play an important role in the formation of new 
glycogen particles, most likely by synthesis of the enzymes involved in 
the synthesis of glycogen The possibility that desmo-glycogen is the 
morphological counterpart of the nbosome-associated glycogen particles 
is discussed 
Some theoretical and technical aspects of submicroscopic auto-
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radiography are summarized in an Appendix. An experimental study of 
the efficiency of submicroscopic autoradiography was carried out. Some 
new aspects emerged. The detection of tritium is about two times more 
efficient with Ilford L4 emulsion than with Gevaert-Agfa Scientia 
Nuc3.07 emulsion. Exact knowledge of the thickness of the ultrathin 
sections is an important factor in quantitative submicroscopic autoradio-
graphy. Self-absorption plays an important role in the detection of tri-
tium even at the electron microscopic level. A critical discussion and 





THEORETISCHE EN TECHNISCHE ASPECTEN DER SUB-
MICROSCOPISCH AUTORADIOGRAFISCHE METHODE 
A-l INLEIDING 
Objecten van biologisch onderzoek worden gekarakteriseerd door 
twee fundamentele kenmerken zij bezitten namelijk vorm en functie 
De bestudering van deze kenmerken heeft lang plaats gevonden -en vindt 
meestal nog plaats- langs twee onderscheiden wegen Enerzijds verschaf-
fen morfologen ons een steeds meer gedetailleerde beschrijving van de 
structuur der biologische objecten, anderzijds geven fysiologen, biofysici 
en biochemici ons een steeds fundamenteler inzicht in de chemische en 
fysische processen, die de grondslag vormen voor het functioneren van 
het biologisch object Vooral de ontwikkeling en verdere verbetering van 
het electronenmicroscoop hebben geleid tot een beschrijving van biolo-
gische structuren in termen van macromoleculen Verschillende biolo-
gische functies worden door biochemici toegeschreven aan diezelfde 
macromoleculen Het is in dit macromoleculaire gebied, dat vorm en 
functie bijzonder nauw met elkaar verweven zijn of zoals Loewy en 
Siekevitz (23) het uitdrukken "there is an inextricable relationship be-
tween cellular structure and cellular function" Het is daarom niet ver-
wonderlijk, dat steeds meer het inzicht veld wint "that a fundamental 
insight into the phenomenon of life can be attained only by the use of 
every available technique and that morphology and biochemistry should 
supplement each other" (Kuyper, 22) Dit elkaar aanvullen van bio-
chemie en morfologie kunnen we verwezenlijken enerzijds door integra-
tie van de afzonderlijk verkregen biochemische en morfologische gege-
vens, anderzijds door te trachten het biochemisch gebeuren zichtbaar te 
maken in het morfologisch beeld en deze beiden gelijktijdig te registre-
ren Deze laatste mogelijkheid wordt ons geboden door de methoden der 
enzymhistochemie, de immuunrustochemie en de autoradiografie Met 
behulp van de autoradiografie kunnen we namelijk, de als gevolg van een 
metabolisch proces geïncorporeerde, radioactieve moleculen locahseren 
op die plaatsen, waar zij in de cellulaire structuren zijn ingebouwd zon-
der dat die structuren worden gedesintegreerd Sjostrand (37) omschrijft 
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dit als volgt: "The analysis of the distribution of isotope-labeled compo-
nents and of changes in the location of the isotope with time allows the 
attacking of dynamic problems in cell metabolism". 
Deze mogelijkheid tot het correleren van vorm en functie stelt 
echter bepaalde eisen aan de methode der autoradiografie. Deze eisen 
kunnen we als volgt omschrijven: 
1. de localisatie van de radioactiviteit moet zo strikt mogelijk zijn. De 
striktheid van localisatie wordt meestal aangegeven als oplossend 
vermogen. Dit oplossend vermogen wordt beperkt door de geome-
trische verhoudingen in het autoradiogram en het fotografisch pro-
ces. Deze beperkende factoren worden respectievelijk aangeduid als 
geometrische en fotografische fout. 
2. de registratie van de radioactiviteit moet zo efficiënt mogelijk zijn. 
Een verkeerde indruk over de localisatie van de radioactief gemerk-
te moleculen kan namelijk niet alleen ontstaan door een slecht 
oplossend vermogen, maar ook door een niet registreren van een 
gedeelte van de radioactieve straling. 
3. de informatie omtrent de ultrastructuur mag door het toepassen 
van de autoradiografische methode niet al te zeer afnemen. 
In deze appendix zullen wij de factoren die het oplossend ver-
mogen en de efficiëntie beihvloeden kritisch analyseren, zodat we een 
inzicht krijgen in de mogelijkheden van de autoradiografie. Hiernaast 
zullen we een overzicht geven van de submicroscopisch autoradiogra-
fische technieken, zoals die zijn beschreven in de literatuur en een uit-
voerige beschrijving geven van de door ons gebruikte techniek. 
2. ENKELE FYSISCHE EN FOTOGRAFISCHE ASPECTEN VAN DE 
AUTORADIOGRAFISCHE METHODE. 
De fysica van radioactieve straling en de detectie hiervan met be-
hulp van fotografische emulsies is een wetenschap op zich en het is hier 
niet de juiste plaats, die aan een uitvoerige analyse te onderwerpen, (zie 
hiervoor: Barkas, 2, Demers, 7 en Spence, 38). Wij zullen ons hier beper-
ken tot het plaatsen van enkele opmerkingen over de fysische en fotogra-
fische aspecten van straling en stralingsdetectie inzoverre die van belang 
zijn voor een juist begrip van de autoradiografische methode, en van 
betekenis voor de beschouwingen betreffende het oplossend vermogen 
en de efficiëntie van submicroscopische autoradiogrammen. 
De schematische weergave van een submicroscopisch autoradio-
gram (Fig. A-1) laat ons zien, dat wij hieraan kunnen onderscheiden: 
Fig. A-1 Schematische voorstelling van een submicroscopisch autoradiogram. 
1. een radioactieve bron, (weefselcoupe, waarin radioisotopen zijn ge-
ïncorporeerd). 
2. een inerte tussenlaag bestaande uit koolstof. 
3. het detecterend medium, (de fotografische emulsie). 
De mogelijkheid tot autoradiografische detectie is gegeven met het feit, 
dat de door de radioactieve bronnen uitgezonden straling een gedeelte 
van haar energie verliest als gevolg van absorptie door het zilverhalide in 
het detectiemedium. Tijdens het fotografisch proces, waaronder we zo-
wel de belichtings- als de ontwikkelfase verstaan, wordt deze energie-
absorptie zichtbaar in de vorm van metallisch zilver. De eerste vraag die 
zich hierbij voordoet is: welke fysische eigenschappen van de radioac-
tieve straling en het detectiemedium spelen een rol bij deze autoradio-
grafische processen. 
A-2-1. ENKELE EIGENSCHAPPEN VAN RADIOACTIEVE ß-STRALING. 
De belangrijkste radioisotopen, zoals die gebruikt worden voor bio-
logisch autoradiografisch onderzoek (zie Tabel A-1), zenden ß'-straling 
uit, d.w.z. negatief geladen electronen. Zoals uit de tabel is afte lezen, is 
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de maximale aanvangsenergie van deze electronen zeer variabel Met deze 
aanvangsenergie van de /3-strahng hangen enkele eigenschappen samen die 
van wezenlijk belang zijn voor een goed begrip van de autoradiografische 
methode Zoals boven reeds aangegeven, hangt de mogelijkheid tot auto-
radiografie samen met de afgifte van energie aan het detectiemednim 
Deze energieafgifte van de /3-strahng is sterk afhankelijk van de aanvangs-
energie der electronen Voor electronen met een energie van 1 meV of 
meer is de specifieke ïonisatie (aantal ïonenparen per mg/cm2 normale 
lucht) 28 Voor electronen met een aanvangsenergie kleiner als 1 meV is 
deze ïonisatie-constante groter en proportioneel met de aanvangsenergie 
Voor /3-strahng met een aanvangsenergie van 18 keV (tritium) is deze 
bijvoorbeeld 240 We kunnen dit ook anders aangeven De absorptie van 
/3-strahng in materie wordt beheerst door de volgende wetmatigheid 
N(f)= No e"f-x 
waarbij, N(f) aantal deeltjes dat door een absorptielaag met een 
massa f heendringt (f in mg/cm2) 
No aantal deeltjes dat de absorptielaag treft 
χ absorptiecoëfficiënt in cm2/mg 
De absorptiecoëfficiënt χ is sterk afhankelijk van de aanvangsenergie 
der (3-strahng Gegevens over de absorptiecoëfficiënten van de biologisch 
veel gebruikte radioisotopen zijn eveneens verzameld in Tabel A-l Wij 
kunnen stellen dat radioisotopen met een grote absorptiecoëfficiënt stra-
ling uitzenden, die een hoog energieverlies heeft in de materie die het 
doorloopt Aangezien de autoradiografische detectie van straling af-
hankelijk is van de energieafgifte in de fotografische emulsie, kunnen we 
algemeen stellen, dat laag-energetische /3-strahng met een grote absorptie-
coëfficiënt een grotere kans heeft tot autoradiografische detectie dan 
hoog-energetische /3 straling Hiermee samenhangend is ook de reikwijdte 
van /3-strahng in materie afhankelijk van de aanvangsenergie De gegevens 
hierover zijn ook weergegeven m Tabel A-l De reikwijdte m materie 
(aangegeven voor materie met d = 1,1) is voor de meeste radioisotopen 
vele malen groter dan de dimensies van weefselcoupe en fotografische 
emulsie m een submicroscopisch zowel als hchtmicroscopisch autoradio-
gram, zelfs bij correctie op d = 3,8 voor de fotografische emulsies Deze 
reikwijdte heeft een bijzondere invloed op het oplossend vermogen van 
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Tabel A-1. 
ENKELE FYSISCHE GROOTHEDEN VAN RADIOISOTOPEN DIE 
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* uit : Rogers (31). 
** uit . Schmeiser (35). 
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Tabel A-2. 
HET ENERGIESPECTRUM VAN TRITIUM EN DE REIKWIJDTE IN 
MATERIE MET EEN SOORTELIJKE DICHTHEID VAN 1,3. 
aanvangsenergie 
in keV.* 
0 - 1 
1 - 2 
2 - 3 
3 - 4 
4 - 5 
5 - 6 
6 - 7 
7 - 8 
8 - 9 
9 - 10 
1 0 - 1 1 
11 - 12 
12 - 18 
percentage van de 















reikwijdte in μ ** 
- 0,04 (-400Â) 
0,04 - 0,14 (400-1400Â) 
0,14 - 0,28 
0,28 - 0,45 
0,45 - 0,66 
0,66 - 0,91 
0,91 - 1,19 
1,19 - 1,49 
1,49 - 1,82 
1,82 · 2,16 
2,16 - 2,60 
2,60 - 3,06 
3,06 - 6,55 
* uit : Feinendegen (10). 
** uit : Perry (28). 
de autoradiografische methode, zoals we later zullen zien Zoals de grote 
absorptiecoëfficiënt en dus geringe reikwijdte laten zien, neemt het tri-
tium een bijzondere plaats in onder de biologisch belangrijke radioiso-
topes Zijn hoge energieafgifte lijkt het bijzonder geschikt te maken 
voor submicroscopische autoradiografie, waar het detectiemedium nood-
zakelijkerwijs een geringe dikte moet hebben Zoals alle radioactieve 
0-strahng, is de door tritium uitgezonden straling niet mono-energetisch. 
Het spectrum der tntiumstraling, het percentage van de straling dat een 
bepaalde energie heeft en de reikwijdte van deze straling in materie met 
d = 1,3 zijn aangegeven in Tabel A-2 De reikwijdte is in de tabel 
aangegeven als de totale weglengte, een correctie op het niet rechtlijnig 
zijn van de afgelegde weg zal de feitelijke reikwijdtes in materie ver-
minderen (Perry, 28) Uit Tabel A-2 blijkt, dat ongeveer 10°/o en bij 
correctie mogelijk zelfs 20°/o van de door tritium uitgezonden straling 
een reikwijdte heeft, die in de orde van grootte van de dimensies van een 
submicroscopisch autoradiogram ligt Enerzijds heeft de geringe reik-
wijdte van tntiumstraling in het algemeen een gunstige invloed op het 
oplossend vermogen, zoals wij verderop zullen zien Anderzijds dienen 
wij echter ook rekening te houden met zelfabsorptie van een gedeelte 
van de 0-straling Dat wil zeggen dat als we uitgaan van een weefselcoupe 
met een dikte van 600-1000Â een gedeelte van de straling reeds in het 
weefsel wordt geabsorbeerd en geen aanleiding kan geven tot registratie 
door de emulsie We kunnen op deze gronden een submicroscopisch 
preparaat dus niet zonder meer als oneindig dun beschouwen, zoals door 
Rogers (31, Hoofdstuk 5) wordt gedaan 
A-2-2 ENKELE EIGENSCHAPPEN VAN DE FOTOGRAFISCHE EMUL-
SIES EN ENKELE ASPECTEN VAN HET FOTOGRAFISCH PRO-
CES. 
Het fotografisch detectiemedium bestaat meestal voor de helft van zijn 
volume uit zilverhalide microkristallen en voor de helft uit een "gelfase", 
die hoofdzakelijk bestaat uit gelatine, een wisselende hoeveelheid water, 
sporen glycerol en gevoehgheidsverhogende stoffen De chemische 
samenstelling van de emulsies is goed bekend. In Tabel A-3 hebben we 
de chemische analyses van de 3 emulsies, die in de submicroscopische 
autoradiografie het meest worden gebruikt, verzameld 
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Tabel A-3 














































4 80 A 
L4 bevat nog een geringe hoeveelheid jodium 0,012 g/cm^ 
* uitgedrukt m g/cm^ 
** Uit Kopnwa, (21) 
De gegevens over de chemische samenstelling zijn overgenomen uit 
Barkas (2) en uit de opgaven van Gevaert-Agfa N V en van Kodak 
Company 
Zoals uit de tabel blijkt, verschilt de samenstelhng der emulsies slechts in 
geringe mate de Kodak ΝΤΕ emulsie bevat een relatief grote hoeveel­
heid gelatine en water, zoals uit de verhoudingsgewijs geringe dichtheid 
valt op te maken Zoals uit deze analyses eveneens blijkt, bevatten deze 
autoradiografische emulsies vrijwel uitsluitend AgBr als foto-sensitief 
materiaal Deze onderlinge gelijkenis in chemische samenstelling bete­
kent echter niet, dat deze emulsies zich ook als autoradiografisch detec-
tiemedium gelijk zullen gedragen Hierbij spelen een groot aantal andere 
factoren een rol, zoals de grootte der AgBr-microknstallen en de che­
mische samenstelling van de bijmengingen De gemiddelde diameter der 
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AgBr-kristallen is eveneens aangegeven in Tabel A-3 Over de aard der 
bijmengingen zijn weinig exacte gegevens te verkrijgen 
De AgBr-kristallen kunnen worden beschouwd als vaste stoffen en 
hebben eigenschappen, zoals die beschreven worden door de fysica van 
vaste stoffen (Moser en van Heyningen, 24) Door absorptie van energie 
in deze kristallen -een energie die zowel afkomstig kan zijn van licht als 
van geladen deeltjes ontstaan vrije electronen en "holes" in de gelei-
dingsbanden van de kristallen Deze veranderingen m de AgBr-kristallen 
geven aanleiding tot de vorming van latente beelden Dit proces van de 
vorming van latente beelden is uitermate complex Er 7ijn een tweetal 
theorieën opgesteld, die de vorming van de Ag-atomen in een AgBr kris-
tal na belichting verklaren, namelijk de theorieën van Gurney-Mott en 
Mitchell Een zeer uitvoerige en kritische analyse van deze theorieën 
wordt gegeven door Hamilton en Urbach (15) Het uiteindelijke resultaat 
van de energieabsorptie is de vorming van Ag-atomen in het AgBr-knstal, 
waarbij fysische imperfecties in het knstalrooster een belangrijke rol 
spelen Dit latente beeld krijgt zijn betekenis in het fotografisch ont-
wikkelproces AgBr-kristallen hebben namelijk de eigenschap, dat zij 
door een reducerend agens gereduceerd kunnen worden tot zilverkorrels 
ledere fotografische ontwikkelvloeistof is potentiometrisch reducerend 
voor AgBr-kristallen De reductie van het AgBr in onbelichte kristallen 
komt echter bij kamertemperatuur en korte ontwikkeltijden (minuten) 
slechts tot stand als de ontwikkelvloeistof sterk reducerend is, of door 
langdurige inwerking van minder sterk reducerende vloeistoffen Onder 
normale omstandigheden van ontwikkelen zullen deze onbelichte kristal-
len echter niet gereduceerd worden tot Ag-atomen en broommoleculen 
We kunnen ook stellen, dat de kans dat onbelichte kristallen ontwikkeld 
worden, kleiner is dan 0,5 De betekenis van het latente beeld nu is, dat 
door de aanwezigheid van een latent beeld in een AgBr-knstal de kans 
om tot ontwikkeling te komen, verhoogd wordt van < 0,5 tot ί8 0,5 Het 
latente beeld is dus een waarschijnlijkheidsconcept Het latente beeld in 
een AgBr-knstal moeten wij ons opgebouwd denken uit een aantal Ag-
atomen, die op een discrete plaats in het kristalrooster zijn gelocahseerd 
Het latente beeld heeft niet de eigenschappen van metallisch zilver, maar 
wordt opgevat als een aggregaat van Ag-atomen, die de plaats innemen 
van de Ag-ionen in het kristalrooster Soms wordt deze conformatie 
99 
aangeduid als reticulair zilver (15) Bij de ontwikkelprocedure worden 
rondom dit fotolytisch zilver nieuwe Ag-atomen afgezet en ontstaat er 
een waarneembare züverkorrel 
Het probleem van het oplossend vermogen van submicroscopische 
autoradiogrammen roept nu twee vragen op betreffende deze vorming 
van een zilverkorrel als gevolg van het absorberen van energie door de 
AgBr-knstallen 
1 Welke ruimtelijke relatie bestaat er tussen de plaats waar de straling 
energie afgeeft aan het AgBr-knstal en de plaats waar het latente 
beeld wordt gevormd in het kristal 
2 Welke ruimtelijke relatie bestaat er tussen het latente beeld en de 
uiteindelijke züverkorrel 
Omtrent de onder 1 genoemde relatie zijn geen gegevens bekend en we 
kunnen deze relatie het beste beschouwen als onderworpen zijnde aan de 
wetten der waarschijnlijkheid (Salpeter en Bachmann, 33) De oorsprong 
van de uiteindelijke züverkorrel is gelegen op de plaats, waar het latente 
beeld aanwezig was in het AgBr kristal De uitgroei van deze züverkorrel 
vindt echter op wülekeunge wijze plaats 
Een ander belangrijk aspect van de fotografische registratie van 
straling is de kwantitatieve relatie tussen de door de straling afgegeven 
energie (in keV/weglengte), het aantal latente beelden dat wordt ge-
vormd en het uiteindelijk aantal züverkorrels per weglengte We kunnen 
aan dit probleem twee facetten onderscheiden 
1 De algemene vraag welke energie is nodig om de boven beschreven 
veranderingen in het kristalrooster teweeg te brengen en aanleiding 
te geven tot de vorming van een latent beeld9 
2 Indien de onder 1 beschreven energie inderdaad wordt afgegeven 
aan het AgBr-knstal heeft dit dan onvermijdelijk tot gevolg, dat er 
een latent beeld ontstaat dat tijdens de ontwikkelprocedure uit-
groeit tot een züverkorrel9 
ad 1 Een energieabsorptie van 2,5 eV wordt voldoende geacht (Barkas, 
2) om vrije electronen en "holes" te creëren in de geleidingsbanden 
van de AgBr-knstallen Een energieabsorptie van 2,5 eV zou dus 
voldoende zijn voor de vorming van een Ag-atoom Een enkele 
malen herhaalde absorptie van 2,5 eV zou dan voldoende zijn voor 
de vorming van een latent beeld, dat meestal is opgebouwd uit 
meerdere (3-10) Ag-atomen 
ad 2.Omtrent het uiteindelijke aantal zilverkorrels is men veel minder 
goed geïnformeerd, omdat dit zeer sterk afhankelijk is van de ge-
bruikte emulsie. Van de bovengenoemde submicroscopisch auto-
radiografische emulsies zijn hierover geen gegevens bekend Wel 
voor typen emulsies, zoals die gebruikt worden in de zgn. kern-
spoor autoradiografie, (Zie fig A-2) 
Uit deze figuur blijkt duidelijk dat een hoger energieverlies per weglengte 
een groter aantal zilverkorrels per weglengte oplevert en dat hierbij een 
zekere verzadiging optreedt Bovendien blijkt uit deze grafiek ook, dat er 
grote verschillen bestaan wat dit betreft tussen de emulsies onderling. We 
kunnen hieruit dus geen exacte conclusies trekken omtrent de door ons 
gebruikte emulsies Wel kunnen we ter vergelijking hierbij opmerken, dat 
het energieverlies per μ weglengte voor tntiumstraling 3,5 keV en voor 
straling van 32p fj,53 keV is (Caro en Schnos, 6) Ook hieruit kunnen we 
dus weer concluderen, dat tntiumstraling een grotere autoradiografische 
detecteerbaarheid heeft als de stralingen van andere belangrijke radioiso-
topen 
zilver-korrels ¿uweglengte 
2 4 6 β 10 12 14 16 
energie-verlies ( kcV/^μ) 
Fig A-2 De relatie tussen het energieverlies per weglengte van radioactieve straling en 
het aantal zilverkorrels per weglengte voor een tweetal emulsies Naar Spence 
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A-2-3 CONCLUSIE 
Deze summiere bespreking van enkele fysische en fotografische as-
pecten van de autoradiografie laat ons duidelijk zien, dat detectie van 
straling afhankelijk is van de kwalitatieve en kwantitatieve eigen-
schappen van zowel de strahngsbron als de fotografische emulsies 
Bovendien blijkt uit bovenstaande bespreking, dat het tritium een bij-
zonder geschikt radioisotoop is voor autoradiografische detectie Als we 
hierbij in aanmerking nemen, dat het een grote halfwaardetijd heeft, 
relatief goedkoop is en dat vrijwel alle biologisch interessante moleculen 
waterstof bevatten, is het begrijpelijk, dat vele autoradiografische onder-
zoekingen zijn uitgevoerd met dit radioisotoop als strahngsbron 
A-3 HET OPLOSSEND VERMOGEN DER SUBMICROSCOPISCHE 
AUTORADIOGRAFIE 
A-3-1 INLEIDING 
Zoals in het bovenstaande reeds enige malen ter sprake is gebracht, 
ontleent de submicroscopisch autoradiografische techniek zijn betekenis 
als cytologische methode voornamelijk aan de nauwkeurigheid, waarmee 
radioactieve bronnen in het weefsel worden gelocahseerd Het oplossend 
vermogen is dus een uitermate belangrijke eigenschap van een autoradio-
grafische techniek Een tweetal definities van het oplossend vermogen 
worden in de submicroscopische autoradiografie veelvuldig gebruikt 
1 Uitgaande van een puntbron van tritium, die een oneindig aantal 
electronen per tijdseenheid uitzendt, kunnen we een relatieve ver-
deling van de zilverkorrels in de emulsielaag verwachten, zoals aan-
gegeven in fig A-3 Doniach en Pele (9) hebben nu het oplossend 
vermogen voor deze korreldichtheidsautoradiogrammen gedefini-
eerd als die afstand tot de bron, waarbij de relatieve korreldicht-
heid de helft is van die direct boven de bron (d) Caro (5) heeft 
deze definitie overgenomen voor de submicroscopische autoradio-
grafie met dien verstande, dat hij het Rayleigh-critenum uit de 
klassieke optica hieraan toevoegt en het oplossend vermogen defini-
eert als tweemaal de bovengenoemde afstand (2d) 
2 Uitgaande van een identieke bron definieren Salpeter en Bachmann 
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korreldichtheid 
100 - , 
50 -i- -
^ / \ d 
bron afstand tot de bron 
Fig. A-3 Grafische voorstelling van de verdeling der zilverkorrels rondom een radioac-
tieve puntbron in een korreldichtheidsautoradiogram Naar Rogers (31). 
(33) het oplossend vermogen als de straal van de cirkel (x, fig. A-4), 
waarbinnen een welomschreven gedeelte (bijv. 50 of 68 °/o) van de 
door de bron voortgebrachte zilverkorrels zijn gelegen. Het middel-
punt van de cirkel is de projectie van de bron in het onderste vlak 
van de emulsie ( B \ fig. A 4 ) . Deze definitie is bijzonder handzaam 
Fig. A-4 Schematische weergave van een autoradiogram. Naar Bachmann en Salpeter 
( ! ) • 
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bij het beoordelen van feitelijke autoradiogrammen. Op grond van 
deze definitie kunnen we namelijk stellen, dat de radioactieve bron, 
die één zilverkorrel heeft veroorzaakt, met een omschreven waar-
schijnlijkheid (bijv. 50 of 68°/o) gelegen is binnen een cirkel rond-
om de zilverkorrel, waarvan de straal is gegeven door het oplossend 
vermogen. 
Recentelijk hebben Salpeter c.s. (34) deze definitie uitgebreid voor 
lijnbronnen en hierbij als maat voor het oplossend vermogen de term 
halve afstand (half distance, HD) geïntroduceerd. Onder HD verstaan zij 
dié afstand tot een lijnbron, waarbinnen 50°/o van de ontwikkelde zil-
verkorrels vallen. De belangrijkste factoren, die het oplossend vermogen 
bepalen, zijn van geometrische en fotografische aard. 
2. DE INVLOED VAN GEOMETRISCHE VERHOUDINGEN OP HET 
OPLOSSEND VERMOGEN. 
De invloed van de geometrische verhoudingen als bepalende factor 
voor het oplossend vermogen van de submicroscopische autoradiografie 
is door een aantal auteurs uitvoerig geanalyseerd (Саго, 5, Salpeter en 
Bachmann, 33, Salpeter c.s., 34, Granboulan, 14 en Pele, 27). Bij een 
beschouwing over de geometrische factoren kunnen we uitgaan van het 
model van een autoradiogram, zoals dat is gegeven in fig. A-4. De radio­
actieve bron (uitgegaan wordt van een bron, die een oneindig aantal 
desintegraties veroorzaakt), zendt zijn straling in alle richtingen uit. De 
uitgezonden straling veronderstellen we rechtlijnig te zijn in biologisch 
materiaal, vanwege de geringe hoekverstrooiing in zeer dunne biologische 
preparaten (3). Gegeven deze premissen, mogen we stellen dat in een 
kegel met een halve ruimteboek Θ een gedeelte van de straling -uitgezon­
den in de richting van de emulsie- terechtkomt, dat proportioneel is met 
(1-cos Θ). Deze straling zal een willekeurig emulsievlak raken binnen een 
cirkel met straal x. Hierbij is χ gegeven door tg =^,(а is de afstand 
tussen bron en onderzijde van het emulsievlak). Fig. A-5 geeft de relatie 
weer tussen het percentage van de uitgezonden straling (in de richting 
van de emulsielaag) en tg . Hieruit kunnen we aflezen welk gedeelte 
van de straling binnen een bepaalde ruimteboek wordt uitgezonden. Met 
behulp van de formule tg θ = ~ kunnen we dan bepalen wat de straal 
percentage van de etraling 
100 η 
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Fig Α-5 Ле relatie tussen de tg van de halve ruimtehoek en het percentage van de 
straling, dat binnen de kegel met deze halve ruimtehoek wordt uitgezonden 
Naar Bachmann en Salpeter (1) 
van de cirkel is, waarbinnen deze straling het emulsievlak, op een afstand 
a van de bron, zal raken Bijvoorbeeld de tg van de ruimtehoek , 
waarbinnen 50°/o van de in de richting van het emulsievlak uitgezonden 
straling (25°/o van de totale straling) valt is 1,7 Deze straling zal het 
emulsievlak raken binnen een cirkel met straal χ = 1,7 a Een analoge 
beschouwing kan worden gegeven over de electronendichtheidsverdeling 
boven de radioactieve bron. Deze electronendichtheid is evenredig met 
cos ©3 (voor tntiumstraling en emulsielagen dikker dan 500Ä) Cos 3 
uitgezet tegen tg θ geeft dan de mogelijkheid af te lezen op welke 
afstand van de bron de electronendichtheid bijv nog 25°/o is van die 
direct boven de bron Deze beide benaderingen van het geometrisch 
probleem zijn gebaseerd op de analyses van Salpeter en Bachmann (33) 
en Bachmann en Salpeter (1) De laatste benadering (electronendicht­
heidsverdeling) komt overeen met de beschouwingen van Саго (5) 
Vi* deze theoretische overwegingen komt naar voren, dat de af­
stand tussen radioactieve bron en detectiemedium een belangrijke factor 
is voor de feitelijke geometrische fout Deze afstand wordt bepaald door 
de dikte van de weefselcoupe, de dikte der aangebrachte tussenlaag en de 
dikte van de emulsielaag De radioactieve bronnen m een weefselcoupe 
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zullen willekeurig zijn verdeeld tussen boven en ondervlak, zodat we 
kunnen stellen, dat de afstand tussen radioactieve bron en ondervlak van 
de de tussenlaag gemiddeld de halve coupedikte zal bedragen, (a ( )-r-, dc = 
coupedikte) Indien een tussenlaag is aangebracht, zal deze in zijn geheel 
bepalend zijn voor de afstand tussen radioactieve bron en het ondervlak 
van de emulsie, (a ( ) dt, dt = dikte der tussenlaag) Dit betekent dat de 
afstand tussen radioactieve bron en het ondervlak van de emulsie is 
gegeven door a = %£- + dt De afstand tussen radioactieve bron en de 
plaats van energieafgifte in het detectiemedium is afhankelijk van de 
dikte der emulsielaag Gezien zijn soortelijke dichtheid zal er in de emul-
sielaag wel hoekverstrooung optreden in tegenstelling tot de weefsel-
coupe (d is resp ± 3,8 en ± 1,1) Bij hoog-energetische straling en relatief 
dunne emulsielagen zal de straling kans hebben zijn energie af te geven 
door de gehele emulsielaag en gemiddeld zal a ( )4^(de = dikte van de 
emulsielaag) zijn Bij laag-energetische straling zal er echter slechts ener-
gieafgifte plaatsvinden m een klein gedeelte en a bepaald worden door 
een constante die < -£- Volgens Bachmann en Salpeter (1) wordt voor 
tritium d goed benaderd dooraÊ. De afstand tussen radioactieve bron en 
plaats van energieafgifte in de emulsie kunnen we dus berekenen uit 
de 
= ψ+ dt +ψ 
Op grond van deze berekening van de gemiddelde afstand tussen 
bron en plaats van energieafgifte kunnen we dan voor ieder autoradio­
gram, waarvan coupedikte, dikte der tussenlaag en dikte der emulsielaag 
bekend zijn, met behulp van de formule χ = tg θ a bepalen binnen 
welke cirkel een bepaald gedeelte van de straling het emulsievlak zal 
treffen De straal van de cirkel wordt bepaald door geometrische fac­
toren en wordt wel geometrische fout genoemd, (Fg) 
We dienen echter te bedenken, dat deze analyse slechts een benade­
ring is van het probleem van de geometrie Een tweetal premissen zijn 
namelijk aan kritiek onderhevig 
1 de analyse gaat uit van afwezigheid van hoekverstrooung in de 
weefselcoupe vanwege zijn geringe soortelijke dichtheid (± 1,1) 
Ultradunne coupes van biologisch materiaal worden echter gesne­
den van weefsel, gefixeerd met osrruumtetroxyde en worden vaak 
gecontrasteerd met lood en uranyl-houdende vloeistoffen Het is 
dus waarschijnlijk, dat plaatselijk ophopmgen van zware metalen 
voorkomen, die aanleiding zullen geven tot hoekverstrooiing Dit 
zal de geometrische fout verhogen 
2 de analyse gaat impliciet uit van een homogeen detectiemedium 
Een emulsielaag bestaat echter uit discrete AgBr-knstallen, die 
meer of minder dicht zíjn samengepakt De verschijnselen die op-
treden als we uitgaan van een "monolayer" van AgBr-knstallen 
worden "afschermeffecten" genoemd en zijn door Caro (5) en 
Granboulan (14) zeer uitvoerig geanalyseerd Dit afschermeffect 
treedt voornamelijk op bij tntiumstrahng en hangt samen met het 
feit, dat tntiumstrahng een kleine kans heeft in een monolayer 
meerdere AgBr-knstallen te doorlopen (Саго en Schnos, 6) Dit 
afschermeffect is schematisch weergegeven in fig A-6 De kans dat 
Fig A-6 Schematische voorstelling van het "afschermeffect" 
een knstal A wordt geraakt door de uitgezonden straling vermin­
dert door de aanwezigheid van een tweede kristal In het algemeen 
kunnen we stellen, dat de kans dat een verder van de bron gelegen 
AgBr-knstal wordt geraakt, afneemt door de aanwezigheid van an­
dere AgBr-knstallen Het gevolg van dit afschermeffect is een ver­
mindering van de geometrische fout in een monolayer van discrete 
kristallen ten opzichte van een homogene emulsielaag De beschou-
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kan ontstaan op een afstand van de plaats van energieafgifte, die maxi-
maal de diameter van het AgBr-knstal bedraagt (a) Het centrum van de 
zilverkorrel is maximaal de halve diameter van de zilverkorrel (1/2 b) van 
het latente beeld verwijderd Het middelpunt van de zilverkorrel zal dus 
maximaal een afstand a + 1/2 b verwijderd zijn van de plaats van ener-
gieafgifte Gemiddeld zal dit uiteraard minder zijn en volgens Bachmann 
en Salpeter (1) wordt een goede benadering hiervoor gegeven door 
/ a2+ b 2 V — — Deze relatie tussen de "electronenhit" en de uiteindelijke 
zilverkorrel wordt beschreven als fotografische fout (Ff) 
A-34 HET THEORETISCH OPLOSSEND VERMOGEN 
Het is duidelijk dat de totale locahsatiefout (F) zowel wordt be-
paald door de geometrische fout (Fg) als de fotografische fout (Ff) en 
gegeven wordt door F = V Fg2 + Ff2 
Als van een autoradiogram de geometrische verhoudingen bekend 
zijn (de, dt, de) en de fotografische parameters (a, b) gemeten zijn, 
kunnen we met behulp van de formules twee dingen berekenen 
1 voor een oneindige puntbron (puntbron, die een oneindig aantal 
desintegraties uitzendt) kunnen we vaststellen binnen welke cirkel 
een bepaald gedeelte van de uitgezonden straling zilverkorrels zal 
vormen 
2 voor één desintegratie kunnen we de waarschijnlijkheid aangeven, 
waarmee zij binnen een bepaalde cirkel boven de bron een zilver-
korrel zal vormen 
Deze laatste berekenmg is voor biologisch materiaal de belangrijkste, 
omdat we hier te doen hebben met geringe hoeveelheden ingebouwd 
radioactief materiaal 
De experimenten van Salpeter с s (34) hebben aangetoond, dat 
bovenstaande theoretische benadering van het oplossend vermogen 
steekhoudend is Zij vonden een goede overeenstemming tussen het ex­
perimenteel bepaalde oplossend vermogen en de theoretisch berekende 
verwachtingswaarde van het oplossend vermogen Dit impliceert dat men 
met behulp van bovenstaande formules een gegronde verwachtings-
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oploôsend vermogen ( A ) 
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A-9 Oplossend vermogen ¡η aßankelijkheid van de grootte der AgBr-knstallen, na 
ontwikkeling volgens de goudlatensificatie methode (40) en bi/ verschillende 
coupediktes 
emulsie gemiddelde dia- gemiddelde dia-
meter AgBr-kris- meter zilver-
tallen korrels 
o IlfordL4 1280Â 750Â 
Δ Gevaert-Agfa 670Â 275Â 
Nuc 3 07 
χ Kodak ΝΤΕ 480Â 500Ä 
hebben we nu m fig A-10 aangegeven wat we onder die omstandigheden 
kunnen verwachten van het oplossend vermogen Als de AgBr-knstallen 
kleiner zijn dan 100Â is een oplossend vermogen van 400-500Â moge-
lijk Wij hebben hier met opzet afgezien van de problemen van de berei-
ding van dit soort emulsies en de gevoeligheid van deze emulsies De 
verwachting is namelijk, dat dit soort emulsies uiterst ongevoehg zijn en 
praktisch onbruikbaar (vergelijk A4). 
Er zijn echter nog andere mogelijkheden tot verhoging van het 
oplossend vermogen Hamilton en Urbach (15) beschrijven experimen-
ten, waarbij door het aanbrengen van een electnsch veld het fotolytisch 
zilver op specifieke plaatsen in het AgBr-kristal ontstaat Dit zou het 





1 ~ Γ~ I I I 
200 400 600 Ô00 1000 
¿rootte A¡Br kristallen (A) 
Fig. A-10 De relatie tussen de grootte der AgBr-kristallen en het oplossend vermogen, 
uitgaande van 200A dikke weefselcoupes en een ontwikkelprocedure, waarbij 
de zilverkorrels even groot zijn als de AgBr-kristallen. 
gevolg zijn van een specifieke oriëntatie van de mobiele zilverionen in 
het AgBr-kristal. Daardoor zou het invangen van de door de straling 
gevormde electronen en het vormen van de latente beelden eveneens 
beïnvloed worden. Dit zou een verbetering van vooral de fotografische 
fout kunnen betekenen. Zessack en Fromme (41) hebben overwogen of 
beïnvloeding van de baan van de geëmiteerde electronen door magneet-
velden tot een verbetering van het oplossend vermogen zou leiden. Noch 
theoretisch noch experimenteel is een verbetering gevonden. 
A-3-6. CONCLUSIES. 
We kunnen op grond van een theoretische benadering een verwach-
tingswaarde bepalen voor het oplossend vermogen, die aansluit bij ex-
perimenteel gevonden waarden. 
Met de huidige emulsies en procedures is een oplossend vermogen van 
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F I G . 1. The semiautomatic coating instrument used in this s tudy. The instrument consists of a small 
externally controlled water bath (1) and a mechanism to withdraw, with constant speed, the coated slides 
(2). The slides are clamped in special holders (two slides each) which can be assembled simply to series 
of four to eight slides (3). Storage of the coated slides for exposure is in special light-tight boxes (4). 
(wavelength 540 nm). 2 Gray as well as gold and 
blue sections were measured and for each group 
mean section thickness and s tandard deviation 
were calculated. 
A p p l i c a t i o n of t h e a u l o r a d i o g r a h p h i c e m u l ­
s ion : Several techniques have been proposed for 
the application of autoradiographic emulsions to 
thin sections (5, 12, 15, 17). After initial trials 
with different methods (the " l o o p " method of 
Caro (5), the modified " l o o p " method of Rechen­
mann (15) and the " d r o p " method of Salpeter 
and Bachmann (17)), we have adapted the " d i p " 
method of Kopriwa (12) that secured to fulfill the 
following requirements: 
1. The method is largely independent of the 
manual skill of the experimenter. 
2. The emulsion can be applied to at least five 
ribbons of sections in one " d i p p i n g " run. This 
proved to be of utmost importance for reproduci­
bility. 
3. A great number of slides can be treated within 
a short time. 
4. The method can be used for the application 
of different types of emulsion without much 
change. 
The technique used is a combination of the 
"flat substrate m e t h o d " as introduced by Sal-
peter and Bachmann (17) and Granboulan (11) and 
2
 I am grateful to Dr. Ir. Η. de Vries, Central 
Research Laboratory AKU, Arnhem, for the use 
of his interference microscope. 
the " d i p " method of Kopriwa (12) using a semi­
automatic " d i p p i n g " apparatus. Ribbons of sec­
tions were mounted on collodion-coated microscope 
slides. When biologic specimens were studied they 
were stained immediately after mounting. Subse­
quently, a thin carbon layer was evaporated on the 
slides. The slides with specimens were coated 
with the emulsion using a semiautomatic " d i p ­
ping" apparatus, similar to that described by 
Kopriwa (Fig. I ) . 3 Thickness of emulsion layers 
can be altered by varying the dilution of emulsion 
and/or the speed of withdrawal of the slides. The 
requirements for maximal resolution and highest 
efficiency are different. I have chosen, like 
Kopriwa (12, 13), densely packed, overlapping 
monolayers. For obtaining such layers from 
Ilford L4 and Gevaert-Agfa Scientia N u c 3.07 
emulsions the appropriate degrees of dilution and 
the correct speeds of withdrawal were determined. 
Grain distribution in the emulsion layers was 
observed vmder the electron microscope or by 
means of a positive replica technique (15). Expo­
sure was at 4°C in light-tight boxes, with silica gel 
as the drying agent, in air or in nitrogen atmos­
phere. 
D e v e l o p m e n t : The measurements of relative 
sensitivity by Kopriwa (13), who used a great 
3
 I wish to express my thanks to Mr. K. A. 
Peters, Technical Centre University of Nijmegen, 
for his invaluable advice and construction of the 
coating instrument. 
number of emulsion developer combinations, have 
shown that Kodak 1119b is an espccialh potent 
developer for both the L4 and Nuc 3 07 emulsions 
Salpeter and Bachmann (17 18) and Wisse and 
T a t e s (21) have shown that the gold latensifici 
tum Elon ascorbic к id developer (GEA) is ver\ 
sensitive and at the same time it пк reases résolu 
I ion as compared to l)19b For these reasons Τ have 
used the following emulsion developer combina 
tions 
L4 emulsion 1 ) 1 % development (13) 
L4 emulsion G E ^ development (17, 21) 
Nuc J 07 emulsion D19b development ( l i ) 
Nuc 3 07 emulsion OE \ development (17,21) 
All autoradiography, were fixed m 24% sodium 
tluosulfate and thereafter thoroughly rinsed in 
double distilled watei After partial dr\ing, the 
collodion film with the sections and ihe emulsion 
layei weic floated on a walci sui face and copper 
grids were pHced over the sections The specimens 
then were picked up fiom the water surface and 
air dried 
Grain count : \re is for g r i m counting have to 
be selected r-mdomls The following sampling 
procedure was followed l'or each exposure time 
and for each developing procedure studied, two to 
three slides each with two to four ribbons of 
sections weie coaled The autoiadiographs of e ich 
series, thus obtained, were collected and oui of 
this pool three to four grids weie chosen at landom 
for observation in the electron microscope From 
each grid four to five sections, as well as one to 
two "background s i les" (ver\ close to the sec 
turns), were photographed at low m ignifìtation 
In each senes of negatives a picture of а с irbon 
grating replica (E F Fiillam, Ine , Ν Υ , 28 800 
lines/inch) was included Philips LM 200 md 
EM 300 electron micioscopcs were used 
KLSUL1S 
Preparation of emuls ion l a i e r s : Before grain 
counting, the homogeneity of the emulsion la\ers 
and the reproducibility of the application method 
were tested Fxamination of interference colors of 
the layers m white light, direct observations of 
the b y c i s under the election miaoseope and 
studies of positive replicas revealed that the 
emulsion b \ e r s were homogeneous all over the 
coated surf ice of Ihe slides except for small areas 
near (he extreme upper and lower borders of the 
emulsion coat The icproducibility of ihe applic ι 
tion method proved to be also ver\ satisfai t o n 
Figures 2 and 3 illustrate how, thiough var\ nig 
the degree of dilution of the emulsion, the g i i m 
distribution can be varied and a d i p t e d to the 
conditions recnuied The interference colors of the 
emulsion layers used for Figures 2 and 3 were for 
Nuc 3 07 from silver to gold and for L4 trom pale 
gold to purple blue Densely packed, slightly 
overlapping immolasers were obtained through 
the following combinations of emulsion concentra­
tion and speed of withdrawal (α) L4 emulsion 
distilled water, 1 2 5, speed of withdrawal 84 
mm/mm, (h) N u i i 07 distilled watei, 3 4, speed 
of withdrawal 72 mm/min 
Measurements of efficiency : 
The effects of Ihe li/ре of emulsion, (xposnre tune 
and deieloping procedure on efficiency G r i s sections 
from the blocks wilh specific act ivus of 500 jiC/g, 
were mounted cm slides and coaled with L4 or 
Nuc 3 07 emulsion \fter different exposure times 
some slides were developed in eithei Kodak l)19b 
developer oi accoiding to the GEA piocedure of 
Wisse a n d T i t e s (21) The lesults aie summ i rued 
in Tables Ι - Π which give giani counts and the 
ι ilculated efficiencies The number of dismtegia-
lions expected for gras sections ssas с ilculated as 
given m " \ p p e n d i x 1 " Gram counting it different 
exposuie limes enables us to dete imme whether 
fading of latent images occuis or nol T h e follow­
ing conclusions mas be drawn 
1 Using Kodak l)19b as a developer, the elh-
c iene s of the L4 emulsion was much greater than 
that of the Nuc i 07 emulsion 
2 The efhc iene y ν dues especialls foi L4 emul­
sion, sseie t | inte reproducible ilthough variations 
weie great 
3 Ediciones values for L4 emulsion after («LA 
development aie comparable lo those found after 
l)19b development 4 
4 The number of backgiound grains seems to 
be quite sm ill especialls ssith the L4 emulsion 
(<ƒ reference 13) 
5 Fading of latent muges does not occur with 
L4 emulsion withm 40 dass, when auloradiographs 
aie exposed m air at 4°C (Table I, see also Tig 
4, lop curve) With Nuc 3 07, under the same con­
ditions, fading is observed This fading can be 
prevented by exposing the autoiadiographs m 
nitrogen atmospheie (Fig 4, middle and lower 
с urves) 
'Ihe effect of section thickness on efficiency Light 
scries of sections with diffeient mterfeience colors 
weic coated with L4 emulsion Allei 3-5 dass ' 
exposure, the auloradiographs sserc developed 
with Kodak l)19b developer and efficiencies were 
с ilculated The d i t a showed that (Table λ , Fig 
1
 accoiding to ms experience, it is more difficult 
to obtain reproducible results with the GEA pro­
cedure than with Kodak l)19b developer The 
GEA procedures as described bs Salpeter and 
Bachmann (17) and bs Wisse and Tates (21) gave 
no satisfactory results with Nuc 3 07 emulsion A 
high background, consisting of extremely small 
silver giams was observed 
Ш Ι· ΠΛ'"Ί 14 -I Ι'.'.ΙΝ WWIII'll .υ 11 и. i.iiiwwmp ч я 
F I G . 2. Emulsion layers of L4 and Nue 3.07 emulsions examined by direct electron microscopic obser­
vation of the layers. The a, b, c, d series is from L4 emulsion with an emulsion to distilled water ratio 
(v/v) of 1:1, 1:2.5, 1:4 and 1:5 respectively, coated with a withdrawal speed of 84 mm/min. The e, f, g, 
h series originates from Nuc 3.07 emulsion; emulsion to distilled water ratio of 3:2, 3:4, 3:6 
and 3:8 respectively; withdrawal speed 72 mm/min. X27.000. 
5) an inverse relationship between section thick­
ness and efficiency exists: an increase in section 
thickness resulted in a decrease in efficiency. In 
addition, there was a notable decrease in s tandard 
deviations of efficiency values with an increase in 
section thickness. The drop in efficiency was most 
remarkable between 400 and 1600 A (mean effi­
ciencies from 35.7 to 19.5) whereas the drop in 
efficiency between 1600 A and 1 μ (19.5 to 11.0) was 
less pronounced. 
Y^^^-à/T 
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Б'ю. 3. Positive replicas obtained from L4 emulsion. Withdrawal speed 84 mm/min and emulsion di­
lutions 1:1 (a), 1:2.5 (b), 1:4 (c) and 1:5 (d). X27.000. 
The efeci of the intensity of irradiation on effi­
ciency: Grain counts of autoradiographs of gray 
sections cut from blocks with specific activities of 
500 (iC/g and 10 mC/g respectively and exposed 
for the same time and developed identically in­
dicated no differences in efficiency up to 3-4 days ' 
exposure. After 5-G days of exposure, however, the 
efficiency values of sections from the 10-mC 
blocks decreased. At the same time the silver grains 
in these autoradiographs were much larger than 
t hose obtained withsections of low activity (Fig. 6). 
DISCUSSION" 
The efficiency of the L4 emulsion (mean 36.5) 
is considerably greater than that of the Nuc 3.07 
emulsion (mean 16.7), usine Kodak D19b as 
EFFICIENCY IN SUBMICROSCOPIC AUTORADIOGRAPHY ¿OO 
TABLE I 
Efficiency and Fading of Flford ¡4 Emulsion Developed with Kodak Dl9b Developer for 3 Min at 19°C, 




















С 1 Sc 
147.2 ± 3Ü.2 
356.0 ± 70.0 
464.0 ± 133.0 
707.3 ± 168.7 
829.2 ± 100.1 















































































following abbreviations are used in all tables and appendices. 
Moan number of disintegrations expected for 1000 μ2 and a mean thickness of gray sections 
of 430 Â. 
Standard deviation of D as due to variations in section thickness. 
Standard deviation of D as due to the Poisson distribution of the tri t ium decay-
Mean value of grain counts corrected for background. 
Standard deviation of С as given by the formula 
" / 
Σ(* X? 
(η - i) 
The number of photographs counted or the number of sections measured. 
Mean number of background grains. 
Standard deviation of B. 
С 
Mean value of efficiency E = - X 100 
Actual s tandard deviation of Ё, calculated from Sc by the formula 
S
c
 • 100 
SE = D 
Standard deviation of E which can be expected theoretically when taking into account the 
variation in section thickness (Appendix 2). 
Standard deviation of E which can be expected when taking into consideration the Poisson 
distribution of the radioactive decay (Appendix 3). 
Standard deviation of È which can be expected when taking into account the variation in self-
absorption within sections with different thicknesses. 
Standard deviation of E as due to variations in the procedure. 
Mean thickness of sections. 
Standard deviation of T. 
developer. Moreover, the use of the GEA de-
veloping procedure reveals no significant increase 
or decrease in efficiency for L4 emulsion, as com-
pared to Kodak D19b developer. The high effi-
ciency of the GEA procedure for L4 emulsion, 
together with the gain in resolution, makes the 
L4-GEA combination a preferred method of 
submicroscopic autoradiography (17, 18, 21). For 
the Nuc 3.07 emulsion the GEA procedures as 
described previously (17, 21) are unsuitable. 
when converted into comparable units (Table 
VI) , since different radioactive sources and 
developing procedures were employed. The effi-
ciency values obtained in this s tudy were 3-4 
times higher than those given by Bachmann and 
Salpeter (3) and Kopriwa (13). Bachmann and 
Salpeter, using L4 monolayers and Microdol X 
as a developer, obtained efficiency values of 10, 
in terms comparable with ours. Kopriwa (13), 




Efficiency and Fading of Ilfotd Ц Emulsion Developed with the GEA Pioceduie of Wisse and Tates (21), 

















107 1 ± 30 9 
277 7 ± 51 8 








8 7 ± 9 1 
19 8 ± 4 8 








35 0 ± 8 02 
29 2 ± 5 45 










TABLL I I I 
Efficiency and Fading of Gevaeit Agfa Scitntia A uc 3 07 Emulsion, Exposed in An, Developed with Kodak 






















73 0 -. 
215 3 : 
271 2 -, 
230 8 : 
240 7 ζ 
445 0 ζ 
Sc 
fc 13 8 
fc 71 2 
fc 82 7 
fc 42 3 
fc 04 4 










10 8 ζ 
15 9 = 
0 7 ; 
4 7 ζ 
4 4 ; 
13 2 ζ 
background 
Ьв 
fc 11 1 
fc 15 0 
fc 4 4 
fc 3 0 
fc 1 7 











13 3 ± 
19 5 ± 
18 0 ± 
12 0 ± 
10 2 ± 
14 7 ± 























Efficiency and Fading of Gevaeit Agfa Stienha λ uc 3 07 Emulsion, Exposed in \ tlrogen, Developed with 



















142 5 ± 36 7 
197 4 ± 44 5 
358 0 ± 110 1 
413 5 ± 97 3 








19 5 ± 4 4 
12 1 ± 0 2 
10 3 ± 4 0 
32 0 ± 13 5 







18 7 ± 4 85 
15 1 ± 3 40 
19 3 ± 0 25 
15 1 ± 3 54 
15 3 ± 4 03 
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10 20 30 40 SO 
exposure time in days 
FIG. 4. Grain count versus exposure time. 
Δ Δ, L4 emulsion, developed with Kodak 
D19b. Conditions of emulsion application : dilution 
1:2.5, withdrawal speed 84 mm/min. О О, 
Nue 3.07 emulsion exposed in air, developed with 
Kodak D19b. Conditions of emulsion application: 
dilution 3:4, withdrawal speed 72 mm/min. 
• · , Nuc 3.07 emulsion exposed in nitrogen, 
developed with Kodak D19b. Conditions of emul­
sion application: dilution 3:4, withdrawal speed 
72 mm/min. 
TABLE V 






402 ± 81 
430 ± 137 
840 ± 80 
1010 ± 104 
1630 ± 122 
2370 ± 143 













35.7 ± 6.37 
36.6 ± 9.02 
27.3 ± 2.33 
25.6 ± 3.23 
19.5 ± 4.50 
18.2 ± 2.10 












 The thickness of the 1 μ sections was not 
measured. 
cally, therefore, the combination of L4 mono­
layers and D19b development would result in an 
efficiency of about 20. In addition, Bachmann 
and Salpeter (3) pointed out that doubling the 
emulsion layer thickness of L4 results in an effi­
ciency gain of about 609Ó This implies that an 
efficiency of about 32 is to be expected for L4 
double layers in combination with D19b develop-
ment. This figure is close to 36.5, found in this 
study. To a certain extent, therefore, my results 
confirm the findings of Bachmann and Salpeter 
(3) and Kopriwa (13). The observations indicate 
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FIG. 5. Efficiency of electron microscopic auto-
radiography as dependent on section thickness. 
Efficiency is given as the ratio of number of silver 
grains to number of disintegrations. 
the flat substrate technique when partly over-
lapped layers of L4 are developed with D19b. 
The high efficiency values (Tables I and II) 
cannot be explained solely by favorable condi-
tions with regard to section thickness and in-
tensity of irradiation. An important factor is the 
use of partly overlapping monolayers. As is 
illustrated in Figure 7, an overlapping monolayer 
affects both the efficiency and resolution. Theo-
retical considerations concerning the problem 
of autoradiographic resolution (1-6, 11, 17-19) 
are based on ideal monolayers (Fig. 7, left), i.e., 
emulsion layers with no space among neighboring 
silver bromide crystals. Actually, in all mono-
layers, even when optimally packed, there will 
always be some space among the crystals (Fig. 7, 
middle). This actual distribution of crystals in a 
monolayer influences the theoretically calculated 
resolution in a negative sense. In this respect 
partly overlapping emulsion layers have the same 
disadvantage (Fig. 7, right). 
With respect to efficiency, however, over-
lapping layers will reduce the possibility that an 
emitted electron passes through the emulsion 
without hitting a silver bromide crystal, whereas 
the chance that two crystals are hit by one 
emitted electron is relatively small, at least for 
tritium (7). So, with regard to autoradiographic 
efficiency, the use of overlapping layers is pref-
erable to the use of monolayers. 
The high standard deviations of the efficiency 
values obtained are quite unsatisfactory because 
this may indicate a low degree of reproducibility 
of the technique employed. Four main factors 
may influence the standard deviation of effi-
ciency: 
1. Variation in the number of disintegrations 
г 








 * * $ ^ ^ 
FIG. 6. Electron micrographs illustrating the effects of strong irradiation on the appearance of Kodak 
I)19b-developed silver grains. The ultrathin sections in these cases were derived from methacr.ylate 
blocks with specific activities οΓ500μΟ/^ (a) and 10mC/g (b). The autoradiographs were developed after 
an exposure time of 10 days. X9500. 
due to the Poisson distribution of emittance of 
electrons from a radioactive source (SDp)-
2. Variation in thickness of sections (ST)-
3. Variation due to self-absorption in sections 
with different thickness (Ss)-
4. Variation in the autoradiographic procedure 
(ЗД. 
This implies that SE can be given by the for­
mula SE2 = SEDP + SET + SES + SEP-
When the variation in section thickness (Table 
V) and the number of disintegrations are known, 
the values for Ser and SEDP can be calculated 
according to the formulas given in Appendices 2 
and 3. This was done for the experiments sum­
marized in Tables I to IV. When comparing these 
values with SE, it is found that the actual stand­
ard deviation is of the same order of magnitude 
as is y/S\T + SEDP-
These considerations suggest that the high 
standard deviations of efficiency values are 
caused by variation in thickness within one group 
of sections with identical interference colors. The 
Poisson character of the radioactive decay as 
well as the influence of self-absorption and the 
variations in the autoradiographic procedure 
seem to be of minor importance. This conclusion 
is confirmed by the efficiency measurements on 
more homogeneous series of gray sections (see 
Table V, where a low ST always goes with a low 
SE, especially in the range of gray sections). 
The effect of variation of section thickness, 
within ribbons of sections with identical inter­
ference colors, on efficiency can also be deduced 
from the data presented by Bachmann and 
Salpeter (3). When using radioactive gelatin 
layers with thicknesses between 800 and 1000 À, 
they obtained efficiency values of 10 with an 
average deviation of about 2. In "Appendix 2," it 
is shown that the relation between the expected 
deviation of efficiency due to the variation in 
section thickness (SET) is: 
ST J\ 
SET = J X Í 
This implies that, when ribbons of sections with 
identical Τ and ST are used, SET will be propor­
tional to the mean efficiency. That this in fact 
holds true can be seen from a comparison of the 
E and SET values given in Table I and IV re­
spectively. So, with a procedure that would give 
efficiency values of about 10, a standard devia­
tion of about 3 could be expected. This is close 
to the value given by Bachmann and Salpeter 
(3), especially when taking into consideration 
that the variation in thickness of the gray sec­
tions used in these investigations was larger than 
the variation in the thickness of the gelatin layers 
used by these authors. 
The influence of section thickness on efficiency 
of submicroscopic autoradiographs with tritium 
has been generally neglected (3, 16, 20). The sec­
tions used in transmission electron microscopy 
were always thought to be too thin to cause any 
considerable self-absorption of the emitted /3-par-
TABLE VI 
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 The sensitivity for 10-kev electrons is given as the number of developed grains over the number of 
electrons with which the emulsion was irradiated. 
ь
 The average deviation of values obtained on different occasions was about 20%. 
' The data were only presented as the number of developed grains. The detailed description of the 
counting procedure, however, makes calculation of efficiency values possible. 
d
 For tritium the maximum elliciency was of the order of 20%. The values obtained showed variations 
of 30-50%,. 
' The absolute sensitivity is expressed as the ratio between the number of developed AgBr crystals 
and disintegrations (G:D ratio), taking into consideration that only 50% of the particles hit the emul­
sion. 
tides. Bachmann and Salpeter (3) stated that: 
"Constant sensitivity values can be used in elec­
tron microscope radioautography, where sections 
are 1000 A or less, regardless of the thickness of 
the sections." However, the results given in 
Table V indicate a distinct drop in efficiency from 
35.7 to 25.6 when the thickness of sections was 
increased from 402 to 1010 A. This effect of sec-
IDEAL MONOLAYER OVEHLAPPINO LAYER 
FIG. 7. Relation between crystal distribution, resolution and efficiency in electron microscopic auto-
radiography. The so-called ideal monolayer (left) is compared to the actual monolayer (middle) and the 
overlapping layer (right). The thick lines on the crystal surface represent the effective cross-sections of 
the crystals for 50% of the radiation emitted from the source in the direction of the emulsion The ver-
tical projection of the cross-sections in the lower plane of emulsion (thick lines) can be regarded as a 
measure for geometrical resolution. The shaded areas represent the shielded surfaces of crystals. When 
compared with the ideal monolayer, in the case of the actual monolayer as well as the overlapping layer, 
the geometrical resolution has decreased In the case of an actual monolayer the possibility exists that a 
fraction of the emitted radiation passes the emulsion without hitting a crystal (lower half of the picture). 
This "radiation escape" will, of course, diminish efficiency of the autoradiographic procedure. When an 
overlapping la\er is used, this factor is of minor importance 
tion thickness on efficiency i> caused most prob-
ably by self-absorption. A careful analysis of the 
emission spectrum of tritium and the range of 
/8-particles in the different energy classes indicates 
the degree of self-absorption in ultrathin sections. 
The entire length of the path of about 20ÇJ of 
the emitted electrons is known to be 1400 A or 
less (10). Moreover, this path is very tortuous; 
thus the distance traveled by elections will be 
considerably shorter. This implies that at least 
20% of the emitted /3-particlcs of tritium may be 
absorbed in ultrathin sections. It is obvious from 
my measurements that self-absorption indeed 
takes place in ultrathin methacrylate sections. 
This finding also explains the curious observa-
tion that the actual standaid de\iation of effi-
ciency is somewhat smaller than the deviation 
which can be expected when the variation in 
section thickness (SET) and the Poisson distribu-
tion of the tritium decay (SEDI·), (sec Tables 
I-1V) are taken into consideration. The values 
for SET and SEDP are calculated according to the 
formulas given in "Apéndices 2 and 3 " In both 
formulas the mean efficiency was considered to be 
constant. However, when efficiency values de-
crease with increasing section thickness, the SET 
and SEDP values also decrease. 
It follows from these considerations that quan-
titative evaluation of electron microscopic auto-
radiographs is complicated by self-absorption. In 
these studies methacrylate sections were used. In 
studies of biologic specimens, usually fixed with 
osmium tetro\ide and stained with lead-contain-
ing solutions, an increase of self-absorption due 
to the presence of heavy metal atoms can be ex-
pected. The extent by which these particular 
conditions influence efficiency can only be esti-
mated by further experiments. 
The relative low efficiency values given by 
Kopriwa (13), using an almost identical auto-
radiographic procedure, may be partly explained 
by the influence of self-absorption. She has used 
gold-colored sections, presumably with thick-
nesses between 900 and 1500 A (18). The great 
difference between the efficiency values given by 
Kopriwa and found in this study, obtained with 
gold sections (9.1 and 25.6), however, can be ex-
plained probably by overexposure in Kopriwa's 
studies, since she employed methacrylate blocks 
with high specific activity (28.3 niC/g). Accord-
ing to her grain counts a 4-day exposure yielded 
205 developed grains/area and a 6-day exposure 
only as much as 175.5 grains/area, using L4 
emulsion and developing in D19b for 2 min. 
These findings may be explained by overexposure. 
The results of the preliminary experiments con-
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cerning the effect of irradiation intensity on effi­
ciency confirm those of Bachmann and Salpeter 
(3), who observed that overexposure influences 
the efficiency of autoradiographs owing to "either 
multiple hits (more than one electron hitting one 
silver halide crystal) or the overlap of developed 
grains (more than one developable latent image 
in an area the size of one developed grain)." A 
quantitative estimation of the phenomenon of 
multiple hits is, however, impossible if at the same 
time overlap occurs. Overexposure in electron 
microscopic autoradiography is less important, 
because, the amount of radioactivity in ultrathin 
sections is usually small. On rare occasions, how­
ever, high amounts of radioactivity may be ac­
cumulated in small cellular structures. In such 
cases "local overexposure" can influence the 
quantitative interpretation of the autoradio­
graphs. 
The experiments described in this paper con­
firm the view of Bachmann and Salpeter (3) that 
electron microscopic autoradiography can be ap­
plied for absolute quantitation. For reliable 
quantitative studies, however, the efficiency of the 
autoradiographic procedure has to be controlled 
and measured in each experiment. 
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APPENDIX 
1. CALCULATION OF THF NUMBER OF 
DISINTEGRATIONS 
A radioactive source with specific activity of 
500 ßV/g will give rise to 500· 3.2 109 disinte-
grations/day/g. An area of 1000 μ* with a thick­
ness of 1 Â will produce 500 · 3.2· 10» -lO"13 = 
0.16 disintegrations/day (density of methacry-
late = 1.0). The gray sections used for the deter-
mination of efficiency as summarized in Tables 
I-IV had mean section thicknesses of 430 A with 
о 
a standard deviation of 137 A. So we can expect 
for these sections 430 0.16 ± 137 0.16 = 68.8 ± 
21.9 disintegrations/1000 μ2/ά&\. 
2. CALCULATION OF THE STANDARD DEVIATION 
OF EFFICIENCY DUE TO THE VARIATIONS IN 
SECTION THICKNESS 
The abbreviations used are given in footnote a 




and SE by the formula 
SE = ^ -100 
The theoretical deviation of SE as due to varia­
tions in section thickness (SET) can be given by 
SET= ~ -100 
SCT represents the deviation of grain count due 
to section thickness variations 
SDT ·Ε 
Substitution of SCT in the formula for SET gives 
the expected value for the deviation of efficiency 
due to section thickness variation, 
SDT ·Ε 
SET — г^ 
SDT and f) are proportional to ST and T, respec­
tively. So, SET can be calculated from the formula 
°«
r
 - ""ψ— 
3. CALCULATION OF THF. STANDARD DEVIATION 
OF EFFICIENCY AS DUE TO THE POISSON 
DISTRIBUTION OF RADIOACTIVE DECAY 
When section thickness would be constant there 
would still be a variation in the number of dis­
integrations on account of the radioactive process 
itself, which is Poisson-distributed. The standard 
deviation due to this can be given Ьу Л· This 
variation in the number of disintegrations will of 





As already mentioned Sb can be given by 
Sr 100 
S E - — — 
Substitution of Sc (1) in this toi inula îeveaU a 
formula toi the calculation of SF caused b\ the 
Poisson (haiactei of the iadioact i \e deca\ 
(SE DP), 
_ E SDP 
àbDl = ψ. 
SDp can be substituted b\ -y/J) 
So, SEDP c m be calculated fioni 
VD . 
SEDI - ^~ E 
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5. KRITISCHE BESCHOUWING DER AUTORADIOGRAFISCHE ME-
THODEN. 
1. INLEIDING. 
Alvorens een gedetailleerde beschrijving te geven van de door ons 
ontwikkelde submicroscopisch autoradiografische procedure willen we 
hier een aantal kanttekeningen plaatsen bij de in de literatuur voorgestel-
de procedures, zodat een beter inzicht ontstaat omtrent het waarom van 
de door ons ontwikkelde procedure. Een uitvoerige beschrijving van de 
gebruikte procedures vinden we in de overzichtsartikelen van Neumann 
(25, 26) en Fromme (11,12,13). 
Uitgaande van radioactief gelabeld en voor submicroscopisch onderzoek 
bewerkt weefsel worden in de literatuur een aantal wezenlijk verschillen-
de procedures beschreven om hiervan submicroscopische autoradiogram-
men te maken. Zij komen in zoverre met elkaar overeen dat: 
1. van het weefsel ultradunne coupes gesneden worden, die worden 
gecontrasteerd 
2. de resulterende autoradiogrammen zijn gemonteerd op grids, zoals 
die in de electronenmicroscopie worden gebruikt. 
Deze overeenkomsten worden bepaald door het electronenmicroscoop. 
Voor het overige verschillen de methoden in vele opzichten. 
Het kiezen van een submicroscopisch autoradiografische methode 
is geen eenvoudige zaak, aangezien de verschillende procedures vrijwel 
allemaal tot zeer aannemelijke resultaten leiden. We zullen in het na-
volgende de verschillende fasen van de autoradiografische methode kri-
tisch analyseren. 
2. VOORBEREIDENDE WERKZAAMHEDEN. 
De fixatie en inbedding van het radioactief gelabeld weefsel kan 
geschieden volgens de bekende electronenmicroscopische procedures. 
Osmiumfixatie of dubbelfixatie met glutaraldehyde én OSO4 gevolgd 
door dehydratie en inbedding in Vestopal of Epon voldoen goed voor 
die experimenten, waarbij het toegediende radioactief molecuul wordt 
ingebouwd in cellulaire macromoleculen. Het verlies van radioactiviteit 
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tijdens deze procedure en het probleem van autoradiografie van in water 
oplosbare stoffen zullen we hier buiten beschouwing laten (zie hiervoor 
Autoradiography of diffusable substances, 32) 
Het vervaardigen van ultradunne coupes kan eveneens geschieden volgens 
de bekende procedures Zoals uit het voorafgaande duidelijk is, dienen 
we hierbij in overweging te nemen, dat het oplossend vermogen beter 
wordt naarmate de coupes dunner zijn Dunnere coupes bevatten echter 
minder radioactiviteit en moeten dus langer "belicht" worden om een-
zelfde aantal zilverkorrels te vormen als dikkere coupes De keuze van 
coupedikte moet dan ook van experiment tot experiment worden bezien 
in samenhang met het biologisch probleem en de wijze van analyseren 
van de autoradiogrammen 
Ultradunne weefselcoupes zijn op zich onhandelbaar en moeten worden 
gemonteerd op een substraat Hiervoor zijn in de literatuur twee voor-
stellen gedaan 
1 De meest voor de hand liggende mogelijkheid is het monteren van 
de ultradunne coupes op grids, die meestal van tevoren zijn bedekt 
met een dun vlies, bestaande uit formvar of collodion De gebruikte 
grids kunnen van koper zijn, maar aangezien deze koperen grids 
kunnen worden aangetast door de ontwikkel- en fixeervloeistoffen, 
worden vaak grids genomen van meer resistent materiaal, zoals nik-
kel, zilver of platina Deze wijze van monteren wordt bijzonder 
vaak toegepast (cf 13 en 26) 
2 Door Salpeter en Bachmann (33), Granboulan (14) en Kopnwa 
(20) wordt voorgesteld de ultradunne coupes aan te brengen op 
objectglazen, die van tevoren worden bedekt met een collodion-
vlies Hierbij doet zich het probleem voor, dat na afloop van de 
fotografische bewerking de autoradiogrammen moeten worden ge-
monteerd op grids om ze te kunnen bestuderen in het electronen-
microscoop 
De gedachte achter dit tweede voorstel is, dat het van belang is de 
emulsie aan te brengen op een vlak oppervlak zowel voor een homogene 
verdeling van de AgBr-knstallen als voor de reproduceerbaarheid van de 
methode Volgens genoemde auteurs zouden deze voorwaarden met zijn 
vervuld bij het monteren van de coupes op grids Eigen ervaring heeft 
ons geleerd, dat er een sterke ophoping van de AgBr-knstallen boven de 
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gridbalkjes plaats vindt, resulterend in een inhomogene verdeling van de 
AgBr-knstallen Een ander voordeel van het monteren van coupes op 
objectglazen is de mogelijkheid tot het direct schatten van de emulsie-
laagdikte door de bepaling der interferentiekleuren van de met emulsie 
bedekte objectglazen 
De bestudering van ultradunne coupes wordt opmerkelijk verge-
makkelijkt door het contrasteren met lood of uranyl-bevattende oplos-
singen. We kunnen autoradiogrammen contrasteren in twee stadia van de 
autoradiografische procedure 
1. vóór het aanbrengen van de emulsie 
2 na de fotografische bewerking 
Aan beide voorstellen zijn nadelen verbonden 
ad 1 Het vooraf contrasteren met een zwaar metaal (dat bovendien nog 
radioactief kan zijn uranium) kan aanleiding geven tot positieve of 
negatieve chemografie en verhoogde zelfabsorptie Hierbij dienen 
we echter wel te bedenken, dat chemografie en zelfabsorptie even-
eens tot stand kunnen komen door het osmium en het glutaraldc-
hyde, die tijdens de fixatie in het weefsel worden geïntroduceerd, 
evenals door bepaalde componenten van de inbedmcdia Pre-
contrastenng heeft als ontegenzeglijk voordeel, dat het contrast in 
het weefsel groter is dan na post-contrastering De mogelijke che 
mografische interactie wordt zo gering mogelijk gemaakt door tus-
sen weefselcoupe en emulsielaag een 50-100Â dikke koollaag aan te 
brengen 
ad2.Het belangrijkste bezwaar tegen post-contrastenng is de mogelijk-
heid van dislocatie van de zilverkorrels Loodhoudende contraste-
nngsmiddelen hebben vaak een hoge pH Hierdoor is oplossen van 
de gelatine uit de emulsie mogelijk met als mogelijk resultaat dis-
locatie van de zilverkorrels Daarnaast is het uiteindelijke contrast 
minder, en wordt bovendien met uranyl ook de aanwezige gelatine 
gecontrasteerd 
A-5-3 APPLICATIE VAN DE FOTOGRAFISCHE EMULSIE 
Alvorens een korte beschrijving te geven van de voorgestelde me-
thoden ter applicatie van de fotografische emulsie zouden we hier enkele 
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punten naar voren willen brengen, waaraan ons inziens een routine-me-
thode moet voldoen: 
1. Het aanbrengen van de emulsielaag moet reproduceerbaar zijn van 
experiment tot experiment. Dit is ons inziens een dwingende eis 
voor een methode, die zowel bruikbaar moet zijn voor kwalitatief 
als kwantitatief onderzoek. 
2. Het aanbrengen van de emulsie moet zoveel mogelijk onafhankelijk 
zijn van de handvaardigheid van de experimentator. 
3. De methode moet in principe toepasbaar zijn voor meerdere typen 
emulsie. 
4. De statistische verwerking van autoradiografische gegevens vereist 
een groot aantal autoradiogrammen, zodat een methode waarbij 
een groot aantal weefselcoupes in korte tijd verwerkt kunnen wor-
den de voorkeur verdient. 
De meest gebruikte methoden ter applicatie van fotografische emulsies 
voor de submicroscopische autoradiografie zijn: 
1. de "loop-methode". 
Ondanks de verschillende beschrijvingen, die van de loop-methode zijn 
gegeven, komen zij in principe neer op de vorming van een emulsiefilm 
in een öse van metaaldraad. Nadat de emulsiefilm in de öse is gegeleerd, 
wordt hij over de op grids gemonteerde coupes aangebracht. De vorm en 
grootte van de öse, en temperatuur van de fotografische emulsie en de 
plaatsing van de grids op staafjes of glaasjes wisselen van beschrijving tot 
beschrijving (cf. 13 en 26). 
2. de "dip-methode". 
Een geheel andere methode van emulsieapplicatie bestaat uit het dompe-
len van de gemonteerde weefselcoupes in een vloeibare emulsie. Hierbij 
zijn de coupes of gemonteerd op grids, die op hun beurt op glaasjes zijn 
gemonteerd (16) of direct op met collodion bedekte objectglazen (20). 
Temperatuur en verdunning van de emulsies wisselen. De meest uitge-
werkte van deze "dip-methodes" is die volgens Kopriwa (20). 
3. de "druppel-methode". 
Hierbij worden van een vloeibare emulsie enige druppels op de object-
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glazen gebracht en over het hele oppervlak verspreid; de overtollige 
emulsie wordt verwijderd en het preparaat gedroogd in horizontale posi­
tie (33). Ook hier wisselen temperatuur en verdunning van de emulsie. 
De meest uitgewerkte van deze "druppel-methoden" is die volgens 
Salpeter en Bachmann (33), die zeer uniforme en reproduceerbare emul-
sielagen oplevert. 
4. de "centrifuge-methode". 
Koehler c.s. (19) monteren grids met weefselcoupes op een glasplaatje. 
Deze glasplaatjes passen in een inzinking van een aluminiumschijf, die op 
de as van een laboratoriumcentrifuge wordt geplaatst. Enkele druppels 
van een emulsie worden op de draaiende schijf geplaatst en deze wordt 
30 sec bij 10.000 rpm gedraaid. Dohlmann c.s. (8) brengen grids met 
weefselcoupes in een speciale houder, die in een centrifugebuis wordt 
gebracht tesamen met zeer sterk verdunde emulsie (1:15.000). Hierna 
wordt 10 min gecentrifugeerd bij 10.000 g, waardoor een laagje emulsie 
op de weefselcoupes sedimenteert. 
Naast deze methoden die uitgaan van commercieel verkrijgbare 
emulsies zijn ook pogingen aangewend het fotografisch detectiemedium 
zelf te maken door bromering van opgedampte of uit colloidale op­
lossing verkregen zilverlagen (36, 18). De resultaten, die met deze zelfge­
maakte emulsies zijn verkregen, zijn vooralsnog weinig bevredigend. 
Bezien we de beschreven methoden in het licht van de in het begin 
van deze paragraaf geformuleerde eisen dan blijkt, dat de meeste hieraan 
niet voldoen: 
1. de "loop-methode" vereist bijzonder veel handvaardigheid en de 
reproduceerbaarheid is gering. Zij is erg tijdrovend en bovendien 
niet toepasbaar op alle emulsies (bijv. niet voor Nuc 3.07 en Kodak 
ΝΤΕ emulsie). 
2. de "druppel en centrifuge-methoden" zijn weliswaar reproduceer­
baar met minder aanspraak op de handvaardigheid en toepasbaar 
op meerdere emulsies, maar zijn erg tijdrovend. 
Naar eigen ervaring voldoet de "dip-methode" het meest aan de 
geformuleerde eisen, met name als we het dompelen van de glaasjes 
uitvoeren met een automatisch dip-apparaat, zoals dat door Kopriwa 
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(20) is voorgesteld en door ons is overgenomen (39) De veronderstelde 
handvaardigheid is minimaal en de reproduceerbaarheid goed Meerdere 
emulsies kunnen op principieel gelijke wijze worden aangebracht Deze 
methode veronderstelt echter de aanwezigheid van een dip-apparaat Is 
dit apparaat beschikbaar dan is de methode zeer snel, dat wil zeggen veel 
preparaten kunnen in korte tijd met emulsie worden bedekt 
Ten aanzien van de verdunning van de emulsie kunnen we het 
volgende opmerken Deze hangt nauw samen met enerzijds de gebruikte 
methode van applicatie, anderzijds met de gewenste dikte van de emul-
sielaag Ten aanzien van het laatste kunnen we verwijzen naar A-4, waar 
de invloed van laagdikte op oplossend vermogen en efficiëntie is bespro-
ken De temperatuur van de emulsie hangt eveneens sterk af van de 
gebruikte apphcatiemethode Het smelten van de emulsie vindt plaats bij 
temperaturen tussen 40 en 55°C. Men moet hier wel bij bedenken, dat 
hoge temperaturen de kans op achtergrondskorrehng duidelijk verhogen 
A-54 "BELICHTING" EN FOTOGRAFISCHE ONTWIKKELING EN 
FIXATIE 
De "belichting" van de autoradiogrammen geschiedt in licht-dichte 
doosjes bij ± 4°C met süicagel als droogmiddel Enkele auteurs (31, 
Hoofdstuk 15, 29) stellen voor deze "belichting" door te voeren in een 
02-vnj milieu, dit ter voorkoming van "fading" van de latente beelden 
Zoals in A4 naar voren is gebracht, is "behchting"in een 02-vnj milieu 
voor bijvoorbeeld de Nuc 3 07 emulsie zeer gunstig, terwijl het voor de 
L4 emulsie weinig uitmaakt 
In de submicroscopische autoradiografie worden een drietal typen 
ontwikkelprocedures voorgesteld 
1 de fysische ontwikkelprocedure Hierbij worden de AgBr-knstallen 
eerst opgelost met uitzondering van de latente beelden en daarna 
wordt zilver afgezet rondom de latente beelden De meest gebruik-
te fysische ontwikkelaar is de p-phenyleendiamme-ontwikkelaar 
volgens Caro (5) 
2 de chemische of directe ontwikkelprocedure Hierbij worden de 
zilver-ionen gereduceerd en afgezet rondom de latente beelden 
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